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FFT  Fructose-Fructose-Fructofuranosyltransferase 
FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung 
Fn Inulinpolymer mit einem Fructosestartmolekül 
FOS Fructooligosacharide 
FpyFn β-D-fructopyranosyl-[β-D-fructofuranosyl)n-1-β-D-
fructofuranosid 
FRAP Ferric reducing ability of plasma 
Frc D-Fructose 
GC  Gaschromatographie 
GFn Inulinpolymer mit einem Glucosestartmolekül 
Glc D-Glucose 
GO Glyoxal 
GpyFn α-D-glucopyranosyl-[β-D-fructofuranosyl]n-1-β-D-
fructofuranosid 
GR Raftiline GR 
HMBC  Heteronuclear Multiple Bond Coherence  (NMR) 
HMF 5-Hydroxymethylfurfural 
HP Raftiline HP 
HPAEC  Hochleistungsanionenaustauschchromatographie 
HPLC  Hochleistungsflüssigchromatographie 
HSQC  Heteronuclear Single Quantum Coherence (NMR) 
KbE Koloniebildende Einheiten 
L. plantarum Lactobacillus plantarum 
Lac Lactobacillen 
lag-Phase Anpassungs-Phase ohne MO-Wachstum 
LC/MS  Flüssigchromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie 
log-Phase Logarithmische Wachstumsphase 
Lys Lysin 
m/z Masse-Ladungs-Verhältnis 
MEBAK Mitteleuropäische brautechnische Analysenkommission 
Abkürzungsverzeichnis 
XI 
MGO  Methylglyoxal 
MO Mikroorganismen 
MR Maillard Reaktion 
MRP Maillardreaktionsprodukt 
MS  Massenspektroskopie 
NC Natriumcarbonat 
NMR  Kernresonanzspektroskopie 
OD600 Optische Dichte bei 600 nm 
OPD  ortho-Phenylendiamin 
oZ ohne Zusatz 
p.a.  pro analysi 
PAD  gepulste amperometrische Detektion 
PBS phosphate buffered saline 
PI  Präbiotischer Index 
R. productus Ruminococcus productus 
RI  Brechungsindex, refractive index 
RNA Ribonukleinsäure 
RP Umkehrphase, reversed phase 
rpm Umdrehungen pro Minute 
rRNA ribosomale Ribonukleinsäure 
S. aureus Staphylococcus aureus 
Sac Saccharose 
SBA secundary bile acids - Sekundäre Gallensäure 
SCFA short chain fatty acid 
SDS Sodium dodecyl sulfate (Natrium Dodecylsulfat) 
SRM  Standard Referenz Methode 
TEAC III Trolox equivalent antioxidant capacity nach Methode III 
TPTZ 2, 4, 6-Tripyridyl-s-triazin 
Trolox (±)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-carbonsäure 
UV  ultraviolett 
V  Volumen 
v/v Volumenverhältnis 
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1  Einleitung und Zielstellung 
Die Geschichte der Menschheitsentwicklung wurde durch die Entdeckung des Feuers 
maßgeblich beeinflusst: Behausungen wurden beheizbar, Feinde vertrieben und Lebensmittel 
leichter verdaubar und schmackhafter. Seit jeher beschäftigten sich die Menschen mit den 
Veränderungen, die durch die Erhitzung von Lebensmitteln und deren Rohstoffen auftreten, 
und was diese für Auswirkungen in ihrem Körper haben. Trotzdem sind bis heute nicht alle 
Zusammenhänge zwischen den in den Lebensmitteln enthaltenen Verbindungen und 
Strukturen und den daraus resultierenden Wirkungen auf das Lebensmittel und natürlich auch 
auf den Menschen bekannt. Bei der Erhitzung von Kohlenhydraten spielen vor allem 
Karamellisierungsreaktionen eine Rolle, aber auch die Maillard-Reaktion beeinflusst Aroma 
und Geschmack der Lebensmittel.  
Seit vielen Jahrhunderten dient Stärke in unserem Kulturkreis als wichtigstes Kohlenhydrat 
unserer Ernährung und ist besonders aufgrund ihrer weiten Verbreitung ein wichtiger 
Hauptbestandteil unserer Nahrung (Belitz et al. 2001). Allerdings existieren zahlreiche 
weitere Oligo- und Polysaccharide, die als Bestandteil unserer Nahrung eine wertgebende 
Rolle spielen. Inulin ist nur eines davon und nachdem es lange Zeit aus dem Fokus der 
Lebensmittelproduzenten und Verbraucher geraten war, spielt es heute zunehmend eine 
wichtige Rolle, da es durch seine Eigenschaften einen Beitrag zu einer gesunden oder 
gesundheitsfördernden Ernährung leisten kann (Franck und De Leenheer 2005). Die Wirkung 
von Inulin als Bestandteil der Nahrung ist schon in zahlreichen Studien belegt worden. Dabei 
wurden seine Eigenschaften als Lebensmittelbestandteil genauso beleuchtet, wie die Wirkung 
auf die Mikroorganismen des Darmes und es konnten Inulin präbiotische bzw. bifidogene 
Eigenschaften nachgewiesen werden. Wie sich die strukturelle Beschaffenheit und die 
Eigenschaften des Inulins während der Erhitzung verändern, war bisher jedoch kaum 
Gegenstand der wissenschaftlichen Untersuchungen. 
Daher ist im ersten Teil dieser Arbeit Ziel zu klären, wie sich die thermische Behandlung auf 
die Struktur des Inulins auswirkt. Dabei soll der Fokus auf dem Abbau der Saccharidketten 
sowie den entstehenden Verbindungen liegen. Zur genaueren Aufklärung des 
Abbaumechanismus wird der Einfluss des pH-Wertes und der Erhitzungstemperatur auf die 
entstehenden Abbauprodukte untersucht. Um ein breiteres Bild über den Ablauf des 
Kohlenhydratabbaus während der Erhitzung zu erhalten, sollen die Ergebnisse mit denen 
verglichen werden, die man bei der Erhitzung von Stärke und Cellulose erhält. Dies soll 
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Rückschlüsse auf den Einfluss der Strukturunterschiede auf das Erhitzungsverhalten 
ermöglichen.  
Im zweiten Teil der Arbeit sollen verschiedene funktionelle Eigenschaften über den gesamten 
Verlauf der Erhitzung beobachtet werden. So wären Rückschlüsse auf zusätzlich entstehende 
Substanzen bzw. Substanzklassen möglich. In diesem Zusammenhang sollen die Änderungen 
der antioxidativen Kapazität im Lauf der Erhitzung weitere Informationen über den Abbau 
der Kohlenhydrate ermöglichen. Weiterhin gilt es zu klären, wie sich die Erhitzung des 
Inulins auf ausgewählte Mikroorganismen des Dickdarmes auswirkt. Da sich Inulin durch 
seine präbiotische bzw. bifidogene Wirkung auszeichnet (Franck und De Leenheer 2005), soll 
geklärt werden, ob sich dieser Effekt durch eine Erhitzung noch steigern lässt oder ob die 
Zerstörung der Inulinketten mit dem Verlust dieser Eigenschaften einhergeht.  
Die gesammelten Daten sollen es ermöglichen, Inulin als Lebensmittelinhaltsstoff durch eine 
gezielte Erhitzung für ein breiteres Anwendungsspektrum zugänglich zu machen, um so dem 
Anspruch der Verbraucher nach schmackhaften und besonders gesunden Lebensmitteln 
gerecht zu werden. 
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2  Hintergrund und Wissensstand  
2.1  Oligo- und Polysaccharide 
Oligo- und Polysaccharide sind Kohlenhydrate, die aus Monosacchariden bestehen, welche 
über glykosidische Bindungen zu Vollacetalen polymerisieren. Unterschieden werden diese 
über die Anzahl der verknüpften Monosaccharideinheiten. Bis zu einer Anzahl von etwa 10 
Monosacchariden spricht man allgemein von Oligosacchariden. Bei einer höheren Anzahl von 
verknüpften Monosacchariden ist die Bezeichnung Polysaccharide gebräuchlich. Dabei kann 
es sich um gleiche, aber auch verschiedene Monosaccharide handeln, wobei eine Verbindung 
aus gleichen Monosacchariden als Homoglykan und eine Verbindung aus verschiedenen 
Monosacchariden als Heteroglykan bezeichnet wird (Belitz et al. 2001). 
2.1.1  Inulin 
Inulin ist ein Polysaccharid, welches fast ausschließlich aus Fructosebausteinen aufgebaut ist 
und deshalb zur Stoffklasse der Fructane gezählt wird. Fructane können in linearer und 
verzweigter Form auftreten, wobei die Levane oder auch Graminane verzweigt, Inulin 
dagegen linear vorliegt (Kaur und Gupta 2002). Die Fructoseeinheiten im Inulinmolekül sind 
über β(2→1)-glykosidische Bindungen miteinander verbunden und bilden Ketten mit einer 
Länge von bis zu 200 Monosaccharid-Bausteinen (Franck und De Leenheer 2005). 
Vorkommen und Aufbau 
Inulin ist ein Speicherkohlenhydrat, welches besonders in dikotylen Pflanzen vorkommt. 
Inulin ist in etwa 35.000 Pflanzenspezies zu finden. Typische Vertreter sind Topinambur 
(Helianthus tuberosus), Artischocke (Cynara scolymus), Chicorée (Cichorium intybus), 
Schwarzwurzeln (Scorzonera hispanica) und Löwenzahn (Taraxacum officinale) (van Loo et 
al. 1995; Niness 1999; van Laere und van Den Ende 2002). In Tabelle 2-1 sind die Gehalte an 
Inulin in ausgewählten Pflanzen aufgeführt, die je nach Saison und Spezies variieren können. 
Vertreter der Pilze weisen hingegen seltener Inulin als Speicherquelle auf. Beispielsweise 
wurden in vereinzelten Aspergillus Spezies Polyfructane mit einem Molekülgewicht von über 
10 Millionen Dalton gefunden (Harada et al. 1993). Diese wurden enzymatisch aus einem 
Saccharosemolekül gebildet. Allerdings ist Saccharose in Pilzen kein verbreitetes 
Kohlenhydrat, so dass vielfach die Ausgangssubstanz zur Inulinsynthese nicht vorliegt (Lewis 
1991). 
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Tabelle 2-1 Gehalte an Inulin in verschiedenen Pflanzen (van Loo et al. 1995; Franck und De 
Leenheer 2005) 
Pflanze Inulingehalt [%] 
Zwiebel (Allium cepa) 2 - 6 
Topinambur (Helianthus tuberosus) 16 
Chicorée (Cichorium intybus) 17 
Artischocke (Cynara scolymus) 3 - 10 
Dahlie (Dahlia variabilis) 11 
Löwenzahn (Taraxacum officinale) 12 - 15 
Knoblauch (Allium sativa) 9 - 16 
 
In Bakterien ist die natürliche Produktion von Polyfructanen dagegen weit verbreitet, wobei 
überwiegend Levane, also verzweigte Polyfructane, vorliegen (Franck und De Leenheer 
2005). 
 
Abbildung 2-1 Grundstruktur des Inulins mit (a) und ohne (b) terminale Glucoseeinheit (GFn und Fn) 
(F – Fructose, G – Glucose, n – Anzahl der Fructosebausteine) 
Der Aufbau von Inulin (Abbildung 2-1) erfolgt in Pflanzen aus einem Molekül Saccharose, 
welches enzymatisch mittels einer Saccharose-Saccharose-Fructosyl-Transferase (EC 
2.4.1.99) um eine Fructoseeinheit zur 1-Kestose verlängert und anschließend mittels einer 
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Fructan-Fructan-Fructosyl-Transferase (EC 2.4.1.100) zu einer linearen Fructosekette 
verlängert wird (van Laere und van Den Ende 2002). Am Kettenende kann eine 
Glucoseeinheit auftreten, dies muss allerdings aufgrund möglicher spontan auftretender 
Hydrolyse durch endo-β-Fructosidasen nicht zwingend der Fall sein (van Laere und van Den 
Ende 2002). Die Länge der Kette hängt maßgeblich von der Art der Pflanze sowie ihrer 
Wachstumsperiode ab. Abbildung 2-1 zeigt die prinzipielle Grundstruktur von 
Inulinmolekülen mit (GFn) und ohne (Fn) terminalen Glucosebaustein, wobei n die Anzahl der 
Fructosebausteine in der Kette angibt. Da Inuline oftmals ein Gemisch aus Oligomeren und 
Polymeren mit unterschiedlichen Kettenlängen darstellen, erfolgt deren Charakterisierung 
über die mittlere Kettenlänge bzw. den mittleren Polymerisationsgrad (degree of 
polymerization, dp), welcher die über n definierte Menge an Fructoseeinheiten in der Kette 
angibt. 
Gewinnung 
Die Gewinnung von Inulin aus Pflanzen ähnelt der von Saccharose aus Zuckerrüben, wobei 
vor allem die Wurzeln und Sprossknollen von Chicorée (Cichorium intybus), Topinambur 
(Helianthus tuberosus) und Dahlien (Dahlia variabilis) eingesetzt werden (Franck und De 
Leenheer 2005). Abbildung 2-2 stellt beispielhaft den Verlauf der Inulingewinnung aus den 
Wurzeln des Chicorée dar.  
Die Pflanzenteile werden nach der Ernte gereinigt und zerkleinert. Das in den dabei 
entstehenden Schnitzeln enthaltene Inulin wird mittels Heißwasser-Extraktion freigesetzt und 
zur Entfernung von Proteinen, Peptiden und anderen Verunreinigungen mit Calciumcarbonat 
versetzt. Der dabei entstehende Schlamm (Slurry) reißt die Verunreinigungen mit und diese 
können anschließend aus dem Extrakt entfernt werden. Im weiteren Verlauf wird der Extrakt 
über Ionentauscher demineralisiert und mittels Aktivkohle die enthaltenen Farbstoffe entfernt. 
Der so behandelte Extrakt wird nachfolgend sterilisiert und mittels Sprühtrocknung 
getrocknet (Roberfroid 1993; Franck 2002; Franck und De Leenheer 2005).  
Die so gewonnenen Inuline haben je nach verwendeter Pflanze einen dp im Bereich von 10 
bis 60, wobei durchaus unterschiedliche Mengen an Glucose, Fructose und Saccharose 
enthalten sein können (Niness 1999). In weiteren Arbeitsschritten kann, in Abhängigkeit von 
der geplanten Verwendung, die Entfernung dieser Mono- und Disaccharide und die 
Einstellung eines bestimmten Polymerisationsgrades erfolgen. 
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Abbildung 2-2 Gewinnung von Inulin aus Chicorée (Cichorium intybus) (Franck 2002) 
Neben den natürlich gewonnenen Inulinen spielen zunehmend auch enzymatisch 
synthetisierte Inuline eine große Rolle. Dabei werden Mikroorganismen gentechnisch so 
verändert, dass sie die entsprechenden Enzyme ausbilden und zur Synthese der Fructane 
eingesetzt. So können gezielt Produkte definierter Kettenlänge und mit deutlich geringerem 
Anteil an Mono- und Disacchariden gewonnen werden. Als Quelle für die Enzyme werden 
hierbei vorwiegend Aspergillus-, Bacillus- und Fusarien-Arten eingesetzt (Wada et al. 2003).  
Ernährungsphysiologische Bedeutung 
Inulin steht schon seit langem im ernährungsphysiologischen Fokus. Bereits Ende des 19. und 
Anfang des 20. Jahrhunderts wurde beobachtet, dass bei Diabetikern die Aufnahme von Inulin 
zu einer Steigerung des gesundheitlichen Wohlbefindens führt. Auch bei gesunden Personen 
wurden positive, gesundheitliche Effekte durch die Aufnahme von Inulin beobachtet (Lewis 
1912). Die im Inulin auftretende β(2→1)-glykosidische Bindung zwischen den 
Fructosebausteinen ist im menschlichen Verdauungssystem nicht spaltbar, demzufolge kann 
der Mensch Inulin nicht direkt zur Energiegewinnung nutzen. Es zählt daher zu den 
Ballaststoffen, die nicht durch die menschlichen Verdauungsenzyme verdaut und absorbiert 
werden können, jedoch teilweise oder komplett im Dickdarm durch die dort ansässigen 
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Mikroorganismen fermentiert werden (Nair et al. 2010). Inulin, als teilweise fermentierbarem 
Ballaststoff, wird dabei eine positive Wirkung auf die menschliche Gesundheit zugeschrieben 
(Roberfroid 1993).  
Durch eine Spezifizierung der Bezeichnung Ballaststoffe wird Inulin in die Klasse der 
Präbiotika eingeordnet. Voraussetzung für diese Klassifizierung sind hauptsächlich drei 
Eigenschaften. Zum Einen müssen die Verbindungen resistent gegenüber dem menschlichen 
Verdauungssystem sein, das heißt sie dürfen nicht durch die Enzyme und die Bedingungen im 
oberen Magen-Darm-Trakt zersetzbar sein. Des weiteren muss eine Fermentierung durch die 
intestinalen Mikroorganismen möglich sein und drittens das Wachstum und/oder die Aktivität 
solcher Mikroorganismen selektiv stimuliert werden, denen eine positive Wirkung auf die 
Gesundheit und das Wohlbefinden zugeschrieben wird (Roberfroid 2007b). Durch die 
zunehmende Bedeutung von gesunder und funktioneller Ernährung in unserer Zeit rücken 
Verbindungen, die diese Eigenschaften erfüllen, stärker in den Fokus der Aufmerksamkeit. 
Zahlreiche Studien beschäftigen sich mit den positiven Eigenschaften von Inulin, wobei auch 
auf die Unterschiede zwischen der Wirkung von kurz- und langkettigem Inulin eingegangen 
wird. Erste Studien zeigten bereits bei einer längeren Zufuhr von etwa 4 – 5 g Inulin pro Tag 
einen präbiotischen Effekt, führten also zu einer Verbesserung der Darmbesiedlung und 
lieferten vielversprechende Hinweise auf eine bessere Calcium-Absorption und eine positive 
Modulierung des Triglycerid-Metabolismus (Roberfroid 1999a). Diese Ergebnisse wurden im 
Jahr 2000 durch die Studie von Causey et al. bestätigt, die bei einer täglichen Aufnahme von 
20 g Inulin über drei Wochen eine deutliche Verbesserung der Blut-Fett-Werte und eine 
positive Veränderung der Darm-Mikroorganismen feststellten (Causey et al. 2000). Im 
Verlauf der Zeit wurde für Inulin und auch für dessen kurzkettige Fraktionen, den 
Fructooligosacchariden (FOS), eine präbiotische Wirkung nachgewiesen, wobei diese 
besonders auf der Wachstumsstimulation der Bifidobakterien beruht. Durch die Erhöhung des 
Anteils dieser Bakterienspezies konnte eine besonders ausgeprägte Hemmung pathogener 
Einflüsse und durch die Stärkung der potentiell positiven Darm-Mikroorgansimen ein 
erhöhter Schutz vor akuten Infektionen beobachtet werden (Kolida et al. 2002; Petry et al. 
2012). Bei Ratten konnte nach Gabe von Inulin bzw. FOS zusammen mit Probiotika 
(Lactobacillen und Bifidobakterien) eine Senkung des Risikos von Darm-Krebserkrankung 
erfasst werden (Roller et al. 2004a). Dieser Effekt wird vor allem mit der Bildung von 
kurzkettigen Fettsäuren (short chain fatty acids, SCFA) während der Fermentation von Inulin 
und FOS im Darm und der dadurch auftretenden Absenkung des pH-Wertes in 
Zusammenhang gebracht (Guarner 2005). Eine Erhöhung des Anteils der SCFA hat, neben 
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der Senkung des pH-Wertes, der Verringerung pathogener Mikroorganismen im Darm und 
des Risikos von Darm-Krebserkrankungen auch positive Auswirkungen auf die Absorption 
von Wasser und Natrium. Durch eine Steigerung des Anteils der SCFA wird weiterhin der 
Blutfluss an der Darm-Mucosa und die Proliferation der Mucosazellen durch eine optimierte 
Zelldifferenzierung verbessert (Nair et al. 2010).  
Ein positiver Einfluss durch die Aufnahme von Inulin und Oligofructose konnte ebenso auf 
die Absorption von Mineralstoffen in zahlreichen Studien belegt werden. So wurde in 
verschiedenen Tier- und Humanstudien durch die Gabe von Inulin und Oligofructose immer 
wieder eine signifikant erhöhte Aufnahme von Calcium und auch Magnesium beobachtet 
(Coudray et al. 2005b; Coudray et al. 2006b; Holloway et al. 2007; Rastall 2010), was zu 
einer höheren Mineralisierung und damit Stärkung der Knochen führt. Für andere 
Mineralstoffelemente wurden dagegen teilweise widersprüchliche Ergebnisse in den 
durchgeführten Studien erzielt. So beobachteten Freitas et al. nach der Aufnahme von Inulin 
und Oligofructose eine erhöhte Absorption von Eisen im Tierversuch (Freitas et al. 2012). In 
den Humanstudien von Petry et al. konnte dieser Effekt jedoch nicht bestätigt werden (Petry 
et al. 2012). Weiterhin konnte in Studien durch die regelmäßige Aufnahme von Inulin und 
FOS eine signifikante Verringerung des Triacylglyceridspiegels in Blut und Leber bestätigt 
werden. Diese ist vermutlich auf eine Reduktion der VLDL-TAG-Sekretion (very low density 
lipoprotein-Triacylglyceride) in der Leber zurückzuführen (Delzenne und Kok 1998; Kaur 
und Gupta 2002). Durch die regelmäßige Aufnahme von Inulin bzw. FOS pro Tag kann also 
ein entscheidender Beitrag zur Verbesserung der Gesundheit geleistet werden (Roberfroid 
1999a). Bisherige Schätzungen gehen von einer durchschnittlichen Aufnahme von etwa 3 g 
Inulin pro Tag in Europa aus (Morris und Morris 2012), was knapp unter der wirksamen 
Menge liegt. Schon eine geringe Steigerung auf 4 – 5 g Inulin pro Tag würde in einer 
Verbesserung von Gesundheit und Wohlbefinden resultieren. 
Unter Einbeziehung des Polymerisationsgrades auf die Verwertbarkeit und damit die 
gesundheitlichen Vorteile von Inulin, beobachteten Biedrzycka et al., dass die meisten 
Bifidobakterienspezies besonders gut FOS und niedrig polymerisiertes Inulin zur 
Energiegewinnung und damit zum Wachstum nutzen können. Hochpolymerisiertes Inulin 
wird dagegen langsamer abgebaut. Dies scheint außerdem von der Anwesenheit anderer 
Mikroorganismen abzuhängen, welche die längeren Inulinketten spalten und so für 
Bifidobakterien zugänglich machen (Biedrzycka und Bielecka 2004). Die bessere 
Verwertbarkeit von Oligofructosen und niedrig polymerisierten Inulinen gegenüber 
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hochpolymerisiertem Inulin durch die Mikroorganismen des Darmes konnte in weiteren 
Studien bestätigt werden (Nair et al. 2010; Petry et al. 2012). 
Wenig Beachtung fand bisher die Wirkung von erhitztem Inulin auf die Darm-
Mikroorganismen und damit auf das gesundheitliche Wohlbefinden. Obwohl es durch die 
Erhitzung zu einem Abbau des Inulins und damit zu einer Verringerung der Kettenlänge 
kommt und die oben gezeigten Studien den Oligofructosen eine höhere präbiotische Wirkung 
bestätigt haben, wurde die Erhitzung bei der Beurteilung der Wirkung von Inulin nur wenig 
untersucht. Verschiedene Studien beschäftigen sich bisher meist nur mit einzelnen 
Verbindungen bzw. Verbindungsklassen, die während der Erhitzung des Inulins entstehen. So 
konnten die Strukturen verschiedener Di-D-Fructose Dianhydride in erhitzten Inulinen 
bestimmt werden (Christian et al. 2000). Auch über die Wirkung dieser Verbindungen auf 
das gesundheitliche Wohlbefinden wurden bereits verschiedene Studien durchgeführt (Saito 
und Tomita 2000; Minamida et al. 2004; Arribas et al. 2010; Ortiz Mellet und Garcıa 
Fernandez 2010). Allerdings wurde dafür nicht das erhitzte Inulin, sondern vielfach nur 
Einzelsubstanzen (Shiga et al. 2003; Mitamura und Hara 2006) oder Mischungen eingesetzt, 
die zum Beispiel über Ionentauscherharze mit den DFDA angereichert wurden (Suarez-
Pereira et al. 2010).  
Neben den DFDA können während der Erhitzung von Inulin auch zahlreiche weitere 
Verbindungen wie Anhydrozucker, Dicarbonylverbindungen oder verschiedene Furane bzw. 
Furanone entstehen deren ernährungsphysiologische Wirkung detailliert beschrieben worden 
sind (siehe dazu auch Kapitel 2.2.1). Allerdings kamen auch in diesen Studien vorrangig die 
Einzelsubstanzen zum Einsatz und nicht das erhitzte Inulin als Gemisch der verschiedenen 
Verbindungen. Böhm et al. zeigten in ihren Untersuchungen, dass erhitztes Inulin in vitro das 
Wachstum von Bifidobakterien und Enterobakterien stimuliert und potentiell negative 
Bakterien wie Clostridien ein signifikant geringeres Wachstum aufwiesen. Bei diesen 
Untersuchungen wurden verschiedene Stuhlproben mit erhitztem Inulin vermischt und nach 
einer anaeroben Inkubation bei 37 °C die Anzahl der unterschiedlichen Mikroorganismen 
bestimmt (Böhm et al. 2006). Auch in vivo konnten Hinweise darauf gefunden werden, dass 
eine Aufnahme von erhitztem Inulin zu einem stärkeren Wachstum von Bifidobakterien und 
damit zu einer Hemmung potentiell negativer Mikroorganismen führt. Dabei wurde das 
Wachstum der Mikroorganismen nach der Aufnahme von gebackenen, mit verschiedenen 
Inulinen angereicherten Müsli-Riegeln beobachtet (Kleessen et al. 2007). Obwohl es durch 
den Backprozess nur zu einem geringen Abbau des Inulins kam, liegt die Vermutung nahe, 
dass hitzebehandeltes Inulin oder dessen Abbauprodukte zu einer günstigeren Darm-
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Mikroorganismen-Besiedlung führen. Diese Beobachtung würde das Einsatzspektrum von 
Inulin stark erweitern und eine gezielte Nutzung von erhitztem Inulin in Lebensmitteln 
ermöglichen. Hierzu sind jedoch bisher keine genaueren Daten publiziert worden. 
Verwendung 
Inulin weist einen neutralen Geschmack auf, ist farblos und hat nur einen minimalen Einfluss 
auf die sensorischen Eigenschaften eines Produktes. Im Gegensatz zu langkettigem Inulin 
haben kurzkettige Inuline und FOS einen Süßgeschmack (Franck 2002).  
Tabelle 2-2 Ausgewählte Anwendungen von Inulin in Lebensmitteln (Nair et al. 2010) 
Verwendung in Funktion Verwendete Menge 
[% w/w] 
Joghurt Erhöhung der Viskosität, Verzögerung 
der Synärese, Verbesserung des 
Mundgefühls, Ballaststoff und 
Präbiotikum 
2 - 10 
Desserts (gefrostet) Zucker- und Fettersatz, Verbesserung 
von Textur und Schmelzverhalten, 
Ballaststoff und Präbiotikum 
2 - 10 
Backwaren Feuchthaltemittel, Zuckerersatz, 
Ballaststoff und Präbiotikum 
2 - 15 
Frühstückscerealien Erhöhung der Knusprigkeit, 
Ballaststoff und Präbiotikum 
2 - 25 
 
Die technologischen und ernährungsphysiologischen Eigenschaften machen es besonders für 
die Molkerei- und die Backwarenindustrie sehr wertvoll. In Tabelle 2-2 sind einige Beispiele 
zur Verwendung von Inulin in Lebensmitteln aufgeführt. Besonders kurzkettige Inuline (dp 
etwa 10 bis 15) und FOS weisen eine hohe Wasserlöslichkeit und ähnliche Eigenschaften wie 
Glucose- und Zuckersirupe auf, so dass sie als Zuckerersatz und gleichzeitig als Ballaststoff 
besonders in Milchprodukten geeignet sind. Dabei werden sie oft in Kombination mit den 
Süßstoffen Aspartam und Acesulfam K eingesetzt, da sie deren leicht bitteren 
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Nachgeschmack mindern (Franck 2002). Daneben haben FOS eine Wasserbindungskapazität 
von etwa 1 : 1,5. Dies wirkt sich unter anderem auf die Viskosität des Teiges aus. Ein höherer 
Anteil an Inulin bewirkt im Teig durch die höhere Wasserbindung eine geringere Viskosität. 
Der höhere Wassergehalt resultiert außerdem in einer Erhöhung der 
Verkleisterungstemperatur der enthaltenen Stärke Daher bietet sich der Einsatz von Inulin als 
Feuchthaltemittel in Backwaren an (Nair et al. 2010; Juszczak et al. 2012). Allerdings kommt 
es durch den Einsatz von Inulin und Fructooligosacchariden in Backwaren auch zu einer 
härteren Kruste und einer dunkleren Färbung, was trotz des ernährungsphysiologischen 
Gewinns unter Umständen zu einer geringeren Verbraucherakzeptanz führen kann (Morris 
und Morris 2012). 
Langkettige Inuline bilden beim Mischen mit Wasser eine dreidimensionale Gelstruktur mit 
unlöslichen und stabilen Mikrokristallen aus und erzeugen eine besonders cremige Textur, 
weshalb sie sehr gut als Zucker- und Fettersatz in Eiscreme, Brotaufstrichen, Dressings und 
Backwaren eingesetzt werden können (Franck 2002). Zusätzlich ist beim Einsatz von Inulin 
unter thermisch anspruchsvollen Bedingungen, wie bei Eiscremes, eine stark verzögerte 
Bildung von Eiskristallen zu beobachten, was besonders die Lagerfähigkeit solcher Produkte 
positiv beeinflusst (Schaller-Povolny und Smith 1999). Neben dem direkten und indirektem 
gesundheitlichem Nutzen, also der präbiotischen Wirkung und dem Einsatz von Inulin als 
Zucker- und Fettersatz, eröffnen sich durch die dargestellten Eigenschaften des Inulins 
diverse Möglichkeiten ernährungsphysiologisch verbesserte Produkte herzustellen, ohne dabei 
Kompromisse bezüglich der Textur und des Geschmacks eingehen zu müssen. 
Der Einsatz von Synbiotika, also die besonders günstige Kombination prä- und probiotischer 
Inhaltsstoffe, stellt die Lebensmittelhersteller schon länger vor die Aufgabe Probiotika intakt 
zu ihrem Wirkungsort, also dem Darm, zu transportieren. Versuche, bei denen die Probiotika 
in Emulsionen verkapselt wurden, konnten zeigen, dass durch den Zusatz von Inulin eben 
diese Emulsionen stabiler sind und so die Mikroorganismen nicht nur länger gelagert werden 
können, sondern auch in größerer Menge intakt im Darm des Konsumenten ankommen 
(Mantzouridou et al. 2012). 
Neben der klassischen Anwendung von Inulin als Lebensmittelzutat, wird Inulin zunehmend 
auch als Füllstoff in Medikamenten eingesetzt. Dabei ersetzt Inulin zumeist Lactose, die 
durch das immer breitere Auftreten von Lactoseunverträglichkeit in der Bevölkerung als 
Füllstoff zunehmend zurückgedrängt wird (Imran et al. 2012). 
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2.1.2  Stärke 
Stärke ist ein sehr weit verbreiteter pflanzlicher Reservestoff, welcher auch in Lebensmitteln 
schon seit vielen Jahrhunderten genutzt wird und heute das wichtigste Kohlenhydrat der 
menschlichen Ernährung darstellt (Belitz et al. 2001).  
Vorkommen und Aufbau 
Stärke tritt als Speicherstoff in Form von Stärkekörnern in zahlreichen Pflanzen auf (Tabelle 
2-3), wie zum Beispiel in Getreidesorten (Weizen, Roggen, Mais, Reis) oder in Wurzeln 
(Süßkartoffel). Ebenso ist Stärke in hohen Konzentrationen in Pflanzenknollen (Kartoffel) 
und auch in Leguminosen (Erbse, Bohne) zu finden. Die Hauptquelle bei der kommerziellen 
Gewinnung von Stärke sind Mais (Zea mays), Kartoffeln (Solanum tuberosum), Weizen 
(Trititcum aestivum) und Maniok (Manihot esculenta). Daneben wird Stärke aber auch aus 
Süßkartoffeln (Ipomoea batatas), Reis (Oryza sativa), Hirse (Sorghum bicolor) und 
zahlreichen anderen Pflanzen gewonnen (Swinkels 1985). 
 Tabelle 2-3 Gehalte an Stärke in verschiedenen Pflanzen (Tester und Karkalas 2005) 
Pflanze Stärkegehalt [%] 
Mais (Zea mays) 62 
Weizen (Trititcum aestivum) 70 - 75 
Reis (Oryza sativa) 80 - 85 
Kartoffel (Solanum tuberosum) 15 - 20 
Maniok (Manihot esculenta) 25 
 
Stärke ist ein Polysaccharid, welches ausschließlich aus Glucoseeinheiten aufgebaut ist und 
grundlegend in zwei verschiedenen Formen vorliegt, der Amylose (Abbildung 2-3, a) und 
dem Amylopektin (Abbildung 2-3 b). 
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Abbildung 2-3 Grundstruktur von Stärke mit den beiden Stärkeformen: (a) Amylose und 
(b) Amylopektin  
Amylose ist ein lineares Molekül, bei dem die Glucoseeinheiten über α(1→4)-glykosidische 
Bindungen miteinander verknüpft sind. Amylopektin hingegen ist ein verzweigtes Molekül, 
bei dem die Glucosebausteine sowohl α(1→4)-glykosidisch, als auch α(1→6)-glykosidisch 
miteinander verknüpft sind (Hoover 2001). Die durchschnittliche Länge der Seitenketten 
beträgt dabei etwa 20 – 25 Glucosemoleküle (Hizukuri 1985). Die Anteile von Amylose und 
Amylopektin schwanken in recht engen Grenzen von etwa 20 – 30 % Amylose und etwa 70 –
 80 % Amylopektin (Swinkels 1985). 
Gewinnung 
Stärke wird weltweit zu etwa 90 % aus Getreide gewonnen, wobei die Hauptquellen mit 
jeweils etwa 30 % Mais, Weizen und Reis darstellen. Daneben werden auch verschiedene 
Wurzeln und Knollen zur Gewinnung von Stärke genutzt, der Anteil liegt hierbei jedoch nur 
bei etwa 10 % der Weltproduktion. Den wichtigsten Anteil macht dabei die Kartoffel mit 
46 % aus. Aber auch Maniok und Süßkartoffeln werden zur großtechnischen 
Stärkegewinnung genutzt (Tester und Karkalas 2005). In Europa und den USA wird Stärke 
traditionell besonders aus Mais, Weizen und Kartoffeln gewonnen, dabei ist das angewandte 
Verfahren für die verschiedenen Rohstoffe vergleichbar.  
Bei der Gewinnung aus Getreidearten werden die Körner aufgrund des relativ geringen 
Gehaltes an Feuchtigkeit (< 16 %) zuerst eingeweicht, um die Kornhülle zu erweichen und 
die Abtrennung der Stärke zu ermöglichen. Die Körner werden im Anschluss mittels einer 
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Mühle zermahlen. Die dabei freigesetzte Stärke wird ausgewaschen und über Zentrifugation 
abgetrennt. Die Bedingungen variieren je nach verwendetem Ausgangsstoff, um eventuell 
enthaltene Nebenprodukte mit zu gewinnen. Beispielsweise ist bei Mais auch das enthaltene 
Keimöl von wirtschaftlicher Bedeutung und das Maiskorn wird nur grob vermahlen, um eine 
Abtrennung des Keimlings zur späteren Ölgewinnung zu ermöglichen. 
Die Gewinnung der Stärke aus Wurzeln und Knollen (Feuchte > 70 %) beginnt mit der 
Zerkleinerung der jeweiligen Rohstoffe. Die daraus resultierende Zerstörung der Zellstruktur 
führt zur Freisetzung der enthaltenen Stärkekörner. Bei der Stärkegewinnung aus der 
Kartoffel wird das zerkleinerte Material über spezielle Siebe vom Zellwandmaterial befreit 
und die enthaltene Stärke über verschiedene Schritte ausgewaschen und dann getrocknet 
(Tester und Karkalas 2005). Je nach Ausgangsstoff und Aufreinigung sind in der erhaltenen 
Stärke noch verschiedene Verunreinigungen, wie Proteine, Fette u.a. enthalten. 
Ernährungsphysiologische Bedeutung 
Stärke ist vom menschlichen Verdauungssystem abbaubar und eine der Hauptenergiequellen 
für die Ernährung. Besonders in Entwicklungsländern werden bis zu 80 % des 
Energiebedarfes über die Aufnahme von Stärke gedeckt.  
Die Verdauung von Stärke beginnt bereits im Mund durch die im Speichel enthaltene 
α-Amylase, welche Stärke zu Oligosacchariden mit unterschiedlichen Kettenlängen spaltet. 
Diese werden mit dem Speisebrei weiter transportiert und gelangen dann vom Magen, wo 
hauptsächlich eine Proteinverdauung stattfindet, in den Dünndarm, wo sie durch 
Disaccharidasen aus dem Pankreassaft, sowie membranständigen Disaccharidasen zu 
Monosacchariden gespalten werden. Im Fall von Stärke handelt es sich bei dem erhaltenen 
Monosaccharid um Glucose, welche dann aufgenommen und zur Energiegewinnung in die 
Zellen transportiert wird (Königshoff und Brandenburger 2004). 
Verwendung 
Neben der Nutzung der nativen, also unbehandelten Stärke in Lebensmitteln, wie zum 
Beispiel Backwaren, und als Grundstoff für verschiedene Lebensmittel, wie zum Beispiel 
Bier, ist auch der Einsatz von modifizierter Stärke als Lebensmittelzusatzstoff von Bedeutung. 
Hier spielt nicht nur die ernährungsphysiologische Wertigkeit eine Rolle, sondern auch der 
Einfluss von Stärke auf die Textur von Lebensmitteln. Dabei wird gezielt das Verhalten der 
Stärke bei der thermischen Behandlung ausgenutzt. Bei der Erhitzung kann Stärke ein 
Vielfaches ihres Eigengewichtes an Wasser aufnehmen und binden. Es kommt zum 
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Aufquellen und Platzen der Stärkekörner und dann zur Verkleisterung des Stärkebreis, d.h. 
die Stärke tritt aus den geplatzten Stärkekörnern aus, geht in Lösung und bildet ein 
dreidimensionales Netzwerk, in das Wasser eingelagert ist. Neben der Gerinnung des 
Klebereiweißes bildet die Verkleisterung der Stärke eine Grundvoraussetzung zur Ausbildung 
einer stabilen Krume in Backwaren. Die genauen Eigenschaften der verkleisterten Stärke 
variieren nach Zusammensetzung der Stärkekörner und können durch eine gezielte 
Modifizierung der Stärke beeinflusst werden (Belitz et al. 2001; Tester und Karkalas 2005). 
Eine Modifizierung der Stärke kann physikalisch, zum Beispiel durch Hitzebehandlung, und 
auch chemisch vorgenommen werden. Bei den in der Europäischen Union (EU) zugelassenen 
chemisch modifizierten Stärken (E 1404, E 1410 - E 1414, E 1420, E 1422, E 1440, E 1442, 
E 1450 - E 1452) spielen vor allem oxidierte Stärke, sowie deren Derivate nach der Reaktion 
mit Phosphorsalzen, Aluminiumsulfat, Essig-, Adipin- und Bernsteinsäure eine Rolle. Die so 
erhaltenen modifizierten Stärken werden vor allem als Verdickungsmittel eingesetzt. Je nach 
Modifizierung zeigen sich die Verkleisterungen besonders stabil gegenüber Säure-, Hitze- 
oder Kälteeinflüssen, sowie gegenüber starken mechanischen Belastungen (Rühren) und 
werden unter anderem in Dressings, Pudding, Soßen, Trockensuppen, Tiefkühlprodukten, 
Süß- und Backwaren aber auch Käse- und Schmelzkäsezubereitungen eingesetzt. Bei der 
Modifizierung von Stärke mit Aluminiumsulfat erhält man ein Trennmittel (E 1452), welches 
im Bereich der Nahrungsergänzungsmittel eingesetzt werden darf (Tester und Karkalas 
2005). 
Neben diesen Anwendungen kommen vielfach auch Zuckerstoffe auf Stärkebasis in 
Lebensmitteln zum Einsatz. Stärke, welche komplett aus Glucose aufgebaut ist, wird dazu 
teilweise oder komplett enzymatisch oder sauer hydrolysiert und die resultierenden 
glucosehaltigen Produkte (Dextrine, Maltodextrine, Glucose) vielfältig in Lebensmitteln 
eingesetzt. Darüber hinaus ist es besonders in den USA üblich, die erhaltene Glucose durch 
Isomerisierung in Fructose umzuwandeln. Die dadurch erhaltenen Fructosesirupe (High 
fructose corn syrup) finden im Lebensmittelsektor eine breite Anwendung (Tester und 
Karkalas 2005). 
Neben der Nutzung der nativen und modifizierten Stärke in Lebensmitteln stellt Stärke auch 
einen wichtigen nachwachsenden Rohstoff in der Industrie dar und wird zum Beispiel bei der 
Herstellung von Papier und Pappen, von Bioethanol, als Füllstoff für Tabletten in der 
Pharmaindustrie und in zahlreichen weiteren Bereichen verwendet (Tester und Karkalas 
2005). 
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2.1.3  Cellulose 
Das Biopolymer Cellulose ist eine der am verbreitetesten Verbindungen unserer Umwelt. 
Schon 1838 beschrieb der französische Chemiker Anselme Payen eine Substanz, die nach der 
Behandlung verschiedener pflanzlicher Gewebe mit Säuren und Basen, sowie nach der 
Extraktion mit Wasser, Alkohol und Ether zurückblieb und nannte sie Cellulose (Klemm et al. 
2005b). Es wird geschätzt, dass pro Jahr allein durch die Photosynthese in Pflanzen 105 – 106 
Millionen Tonnen reine Cellulose entstehen, wobei der genaue Syntheseablauf bislang noch 
nicht vollständig aufgeklärt ist (Klemm et al. 2005a).  
Vorkommen und Aufbau 
Cellulose ist ein polydisperses, lineares Polymer, welches aus β-D-Glucose aufgebaut ist. 
Diese sind β(1→4)-glykosidisch miteinander verbunden sind (Abbildung 2-4). Im Molekül 
bilden sich intra- und intermolekulare Wasserstoffbrücken, wobei die genaue Struktur immer 
noch diskutiert wird. Die Wasserstoffbrücken bilden sich prinzipiell zwischen den OH-
Gruppen sowie den O-Atomen der Pyranoseringe und der glykosidischen Bindungen aus. 
Dabei kommt es zur Bildung verschiedener Typen halb-kristalliner Strukturen mit 
reduzierenden und nicht reduzierenden terminalen Gruppen. Cellulosepolymere können dabei 
aus mehreren Tausend Monosaccharid-Bausteinen aufgebaut sein und so einen sehr hohen 
Polymerisationsgrad (dp) aufweisen.  
 
Abbildung 2-4 Grundstruktur von Cellulose mit β(1→4)-glykosidisch verknüpften Glucosemolekülen 
(Klemm et al. 2005b) 
Cellulose ist ein Hauptbestandteil pflanzlicher Zellwände und dient dabei zusammen mit 
anderen Polymeren, wie Pektin, Lignin und Hemicellulose, der Festigkeit. Die genaue 
Zusammensetzung variiert dabei je nach Pflanzenart und –teil (Tabelle 2-4).  
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Tabelle 2-4 Chemische Zusammensetzung typischer cellulosehaltiger Materialien (Klemm et al. 
2005a) 
Material Cellulose [%] Hemicellulose [%] Lignin [%] 
Hartholz 43 - 47 25 - 35 16 - 24 
Weichholz 40 - 44 25 - 29 25 - 31 
Baumwolle 95 2 1 
Flachs 71 21 2 
Hanf 70 22 6 
Jute 71 14 13 
 
Besondere Festigkeit bekommen die Cellulosepolymere durch intra- und intermolekulare 
Wasserstoffbrücken, die zu einer hochgeordneten Struktur der Cellulose führen. Diese 
Brücken können aber auch zwischen Cellulose und weiteren vorhandenen Polymeren 
(Hemicellulose, Lignin, u.a.) geknüpft werden, so dass ein sehr festes Gefüge der 
verschiedenen Polymere ausgebildet wird (Klemm et al. 2005a). Cellulose und viele 
Cellulosederivate zählen besonders aus umweltschutztechnischen Gründen zu bevorzugten 
Rohstoffen, da sie nicht nur in großen Mengen verfügbar sind, sondern dem 
Kohlenstoffzyklus einfach wieder zugeführt werden können (Klemm et al. 2005a). 
Gewinnung 
Die kommerzielle Produktion konzentriert sich auf nachwachsende Rohstoffe wie Holz aber 
auch Baumwolle. Dabei liefert die Isolierung und Aufreinigung Material von sehr hoher 
Reinheit und Variabilität (Klemm et al. 2005a). Von zunehmender Bedeutung ist auch die 
Gewinnung von Cellulose mit Hilfe verschiedener Mikroorganismen (Gluconacetobacter 
xylinum) oder Algen (Valonia ventricosa, Chaetamorpha melagonicum) (Klemm et al. 
2005a). Aufgrund der hohen Kosten ist die chemische Synthese von Cellulose aus 
verschiedenen, geschützten Glucosederivaten von eher geringer Bedeutung, wobei auch die 
geringe Kettenlänge (dp ≤ 55) der synthetischen Cellulose sich nachteilig auf deren Nutzung 
auswirkt (Nishimura et al. 1993; Nakatsubo et al. 1996; Klemm et al. 2005a). 
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Ernährungsphysiologische Bedeutung 
Cellulose ist aufgrund der β(1→4)-glykosidischen Bindung zwischen den Glucose-molekülen 
nicht durch menschliche Verdauungsenzyme metabolisierbar und wird deshalb zu den 
Ballaststoffen gezählt. Cellulosehaltige, pflanzliche Lebensmittel wirken sich daher besonders 
gut auf die Darmperistaltik aus (Belitz et al. 2001). Im Gegensatz zum Inulin ist Cellulose 
jedoch nicht oder nur in sehr geringem Maße durch die Mikroorganismen des Darmes 
abbaubar, so dass sie nicht zu den Präbiotika gezählt werden kann (Belitz et al. 2001). 
Verwendung 
Cellulose wird schon seit vielen Jahrhunderten, besonders in Form von Holz und Papier sowie 
in Form textiler Fasern wie Baumwolle oder Flachs, durch den Menschen genutzt. Neue 
Nutzungsmöglichkeiten erschlossen sich für Cellulose vor allem durch gezielte 
Modifizierungen. Das Cellulose-Rohmaterial (Tabelle 2-5) wird zur Derivatisierung mit 
verschiedenen Chemikalien an den Hydroxygruppen der Glucosemoleküle verestert, verethert 
oder oxidiert. Zum Einsatz kommen während der Derivatisierung Säuren, wie Schwefel- oder 
Salpetersäure, aber auch Natronlauge und zahlreiche andere Verbindungen (Klemm et al. 
2005a).  
Tabelle 2-5 Charakteristische Eigenschaften typischer Celluloserohfasern (Klemm et al. 2005a) (dp –
 Polymerisationsgrad) 
Material dp Länge [nm] Breite [µm] 
Hartholz 300 - 1700 3 - 6 20 - 50 
Weichholz 300 - 1000 1 - 4 50 - 200 
Baumwollfasern 800 - 2600 5 40 
Cellulose Puder (aus Fichten) 150 - 300 0,08 - 0,12 10 
Viskosefilament (Zellwolle) 250 - 450 30 - 80 15 - 30 
 
Schon vor über 150 Jahren wurde Cellulose mit Salpetersäure behandelt und zur Herstellung 
des Kunststoffes Zelluloid genutzt (Klemm et al. 2005b). Durch die Vielzahl von 
Derivatisierungsmöglichkeiten wird ein breites Spektrum an Verbindungen mit 
unterschiedlichsten Eigenschaften erhalten, aus denen sich ein weites Anwendungsfeld ergibt.  
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Cellulosederivate sind vielseitig in der Bau-, Textil- und chemischen Industrie einsetzbar und 
auch die Nutzung zur Herstellung von Bioethanol (Schmer et al. 2007) und Dämmstoffen 
(Frauenhofer Institut 2006) wird zur Zeit intensiv erforscht. Im Laborbetrieb wird Cellulose 
vielfach als Material für Säulen zur chromatographischen Trennung von Stoffgemischen 
verwendet. 
Daneben werden Cellulose und verschiedene Cellulosederivate auch in der Pharma- und 
Lebensmittelindustrie eingesetzt, wo sie unter den Namen E 460 – E 466 bekannt sind. Sie 
finden je nach Derivatisierung vor allem als Träger- und Füllsubstanz, sowie als 
Verdickungsmittel, Emulgatoren, Stabilisatoren, Gelier-, Überzugs- und Schaummittel 
Verwendung (Klemm et al. 2005a).  
2.2  Thermisch induzierte Reaktionen von Oligo- und Polysacchariden 
Schon seit vielen Jahrtausenden werden Lebensmittel vom Menschen erhitzt. Dieses Erhitzen, 
besser bekannt als Kochen oder Backen, verändert die Lebensmittel. Sie werden leichter 
verdaulich und vor allem schmackhafter. Schon seit längerer Zeit wird über den evolutionären 
Fortschritt, der durch das Erhitzen von Lebensmitteln erreicht wurde, diskutiert. Dem 
kochenden Menschen erschlossen sich Lebensmittel mit höherer Energiedichte, seine 
Überlebenschancen und Fitness stiegen ebenso wie seine Reproduktionsrate (Wrangham und 
Conklin-Brittain 2003).  
Während der Erhitzung der Lebensmittel treten zahlreiche Veränderungen der Inhaltsstoffe 
auf. Bei Oligo- und Polysacchariden steht vor allem der Abbau der Ketten im Vordergrund. 
Die während des Abbaus gebildeten, unterschiedlich langen Bruchstücke der Kohlenhydrate 
können dann in vielschichtigen Reaktionen weiterreagieren. Dabei ist das Vorhandensein 
freier Mono- und Disaccharide meist Voraussetzung für den Ablauf weiterer Reaktionen. Die 
Zufuhr von Energie bewirkt die Reaktion der Inhaltsstoffe miteinander, wobei zahlreiche 
Farb-, Geruchs- und Geschmackskomponenten gebildet werden. Hierbei spricht man vielfach 
auch von nicht-enzymatischer Bräunung (Hodge 1953). Prinzipiell können nicht-
enzymatische Bräunungsreaktionen in drei Typen eingeteilt werden. Zu nennen sind an dieser 
Stelle Amino-Carbonylreaktionen, wobei Aldehyde, Ketone und reduzierende Zucker 
Reaktionen mit Aminokomponenten, wie Aminen, Aminosäuren, Peptiden und Proteinen 
eingehen. Dieser Reaktionstyp wird auch als Maillard-Reaktion bezeichnet. Eine weitere 
Bräunungsreaktion ist die Karamellisierung. Diese tritt auf, wenn Polyhydroxycarbonyl-
Verbindungen, meist Zucker, bei hohen Temperaturen erhitzt werden. Der dritte Reaktionstyp 
bei nicht-enzymatischen Bräunungen sind oxidative Reaktionen, bei denen beispielsweise 
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Ascorbinsäure und auch Polyphenole zu Polycarbonyl-Verbindungen reagieren (Hodge 1953). 
Dieser Reaktionstyp kann allerdings auch enzymkatalysiert ablaufen. Oftmals sind die 
Reaktionen so vielschichtig, dass genaue Aussagen zu Edukten und Produkten nur schwer 
möglich sind. Es steht jedoch außer Frage, dass das Vorhandensein von Mono- und 
Disacchariden Voraussetzung für den Ablauf dieser Reaktionen ist. Im Folgenden soll auf die 
beiden erstgenannten Reaktionsfolgen genauer eingegangen werden, da diese bei der 
Erhitzung von Kohlenhydraten eine besonders wichtige Rolle spielen. 
2.2.1  Abbau von Oligo- und Polysaccharidketten ohne Aminokomponenten 
Durch die Zufuhr von thermischer Energie kommt es zur Spaltung und damit zum Abbau von 
Oligo- und Polysaccharidketten. Primär entstehen dabei verschiedene Mono- und 
Disaccharide, welche im Verlauf der Erhitzung weiterreagieren können. Bei Abwesenheit von 
Aminokomponenten bezeichnet man dieses Reaktionsgefüge auch als Karamellisierung 
(Hodge 1953). In Abhängigkeit von der Art des erhitzten Kohlenhydrats und den 
Reaktionsbedingungen läuft der Kettenabbau unterschiedlich schnell und mit variierenden 
Ergebnissen ab. Der Mechanismus des Abbaus war lange unklar. Verschiedene 
Untersuchungen zeigten jedoch, dass beim Abbau der unterschiedlichen Oligo- und 
Polysaccharide durchaus Gemeinsamkeiten vorliegen. Beispielsweise kommt es bei der 
Erhitzung von (1→4)-Glucanen, wie etwa Stärke, durch die Addition eines Protons am C1 der 
Glucoseeinheit zu einer Eliminierung und damit zur Spaltung der Ketten. Die Spaltung kann 
sowohl innerhalb der Kette als auch am Rand erfolgen und resultiert in der Bildung eines 
Resonanz-stabilisierten Glucosylkations (Abbildung 2-5, b), welches frei aber auch terminal 
am Ende der Kohlenhydratkette vorliegen kann.  
 
Abbildung 2-5 Bildung des Glucosylkation (b) aus einem α-Glucan (a) nach einer 
protonenkatalysierten Eliminierung; kann mit R = H frei vorliegen bzw. R = Kohlenhydratkette als 
terminale Einheit an der Oligo- bzw. Kohlenhydratkette auftreten (Lowary und Richards 1990; Kroh 
et al. 1996) 
Ähnlich reagieren auch Fructane, die bei der Erhitzung durch die Addition von Protonen an 
das C2 der Fructoseeinheit und der daraus resultierenden Elimnierung ein Fructo-
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furanosylkation bilden (Abbildung 2-6, b). Auch hier kann die Bildung des Kations am 
Kettenende, sowie innerhalb der Fructankette erfolgen und resultiert in einer Spaltung eben 
dieser Kette.  
 
Abbildung 2-6 Bildung des Fructofuranosylkations (b) aus Inulin (a) nach einer protonenkatalysierten 
Eliminierung; kann mit R = H frei vorliegen bzw. mit R = Fructankette als terminale Einheit an der 
Kette (Manley-Harris und Richards 1996) 
Entscheidenden Einfluss auf den Abbau der Kohlenhydratketten haben die 
Erhitzungsbedingungen. Dass die Erhitzungstemperatur und –zeit Einfluss auf die Spaltung 
der Ketten hat, steht außer Frage. Beim Vergleich der Karamellisierung und der Maillard-
Reaktion fällt auf, dass während der Maillard-Reaktion schon bei geringeren Temperaturen 
und kürzeren Reaktionszeiten eine Bräunung zu beobachten ist (Rhee und Kim 1975). Durch 
die Abwesenheit der als Katalysator wirkenden Amine werden für den Ablauf der 
Karamellisierungsreaktionen viel höhere Temperaturen (> 120 °C) benötigt. Oberhalb dieser 
Temperaturen läuft die Bräunung bei der Karamellisierung jedoch sehr viel stärker ab, als es 
bei der Maillard-Reaktion beobachtet werden konnte (Purlis 2010). Je höher die Temperatur, 
desto geringer ist auch der Anteil der linearen bzw. verzweigten Oligosaccharidketten und 
desto mehr freie Monosaccharide bzw. Anhydrozucker können gefunden werden. Bei 
steigender Temperatur kommt es außerdem zur intensiveren Bildung brauner, meist hoch-
molekularer Verbindungen (Melanoidine), die zunehmend unlöslicher werden. Ab einer 
gewissen Temperatur, die für die unterschiedlichen Oligo- und Polysaccharide jeweils 
verschieden ist, kommt es dann zur vollständigen Verkohlung der Zuckerkomponenten. Die 
gleiche Situation ergibt sich mit längerer Erhitzungszeit (Kroh et al. 1996). Die während der 
Karamellisierung entstehenden farbigen Komponenten finden bei der Produktion von 
Lebensmitteln breite Anwendung. Daneben kommt es während der Karamellisierung, wie 
auch bei der Maillard-Reaktion, nicht nur zur Bildung farbiger Substanzen über die die 
Qualität der Karamelle beurteilt werden kann, sondern auch von aromaaktiven und 
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antioxidativ wirksamen Verbindungen (Rhee und Kim 1975; Faraji und Lindsay 2005; Tsai et 
al. 2009). Neben Erhitzungstemperatur und –dauer nimmt auch der Gehalt an Wasser in den 
Proben Einfluss auf die Reaktion und das Spektrum an entstehenden Verbindungen. 
Erhitzungsversuche mit einer Stärke-Wassermischung (13 % Wasser) zeigten einen sehr viel 
intensiveren hydro-thermolytischen Abbau der Stärkeketten, als trockene Mischungen bzw. 
Mischungen mit einem geringeren Wasseranteil (0,2 % bzw. 6,1 % Wasser) (Kroh et al. 
1996). Eine Lenkung des Kettenabbaus und der Karamellisierung kann weiterhin über den 
pH-Wert erfolgen. Für den optimalen Verlauf der Karamellisierung sollte der pH-Wert im 
Bereich zwischen 3 und 9 liegen (Kroh 1994; Yaylayan und Huyghues des pointes 1994a). 
Der Mechanismus der Kettenspaltung ähnelt mit der Bildung der Kationen (Glucosyl bzw. 
Fructofuranosyl) prinzipiell einer sauren Hydrolyse, kann also durch den Zusatz von Säuren 
beschleunigt werden. Allerdings wird mit der Zugabe von Säure auch der Ablauf vieler 
Folgereaktionen beschleunigt, so dass viele der Spaltungsprodukte sofort weiterreagieren und 
die Betrachtung der einzelnen Reaktionen schwierig wird. Der Zusatz von Basen hat vor 
allem Einfluss auf das Spektrum an Monosacchariden, da es verstärkt zu basenkatalysierten 
Umlagerungen kommt (Ponder und Richards 1993).  
Die aus den Ketten gebildeten terminalen Kationen sind Resonanz-stabilisiert und nicht mehr 
auf eine anomere Konfiguration festgelegt (Manley-Harris und Richards 1991). Außerdem 
bilden sie die Grundlage für eine Reihe von weiteren Reaktionen. Durch die nukleophile 
Addition von Wasser entstehen die monomeren Grundbausteine, wie Glucose bzw. Fructose. 
Durch die Addition von Hydroxygruppen kommt es zur Ausbildung neuer glykosidischer 
Bindungen, wobei aus sterischen Gründen bevorzugt Reaktionen mit primären Alkoholen 
stattfinden (Manley-Harris und Richards 1991; Ponder und Richards 1993).  
Das terminale Glucosylkation ist Grundlage für eine Reihe von Reaktionen bei denen es 
bevorzugt durch die intramolekulare Addition am primären C6 zur Bildung von 1,6-Anhydro-
β-D-glucopyranose kommt (Abbildung 2-7, c). Durch Addition von Wasser können weiterhin 
auch Glucose und unterschiedlich lange Maltooligosaccharidketten freigesetzt werden 
(Abbildung 2-7, d). Eine intermolekulare, nukleophile Addition am C6 ermöglicht neben der 
Bildung von linearen auch die von verzweigten Maltooligosaccharidketten (Abbildung 2-7, e; 
Lowary und Richards 1990; Kroh et al. 1996). 
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Abbildung 2-7 Reaktionen des Glucosylkations (b) nach nukleophiler intramolekularer Addition am 
C6 zu 1,6-Anhydro-β-D-glucopyranose (c), von Wasser zu Glucose bzw. linearen Malto-
oligosaccharidketten und intermolekularer Addition am C6 zu verzweigten Maltooligo-saccharidketten 
unterschiedlicher Konfiguration (Bildung der α- und der β-Anomere, d) (Kroh et al. 1996) 
Das Fructofuranosylkation ist ebenso wie das Glucosylkation die Grundlage für Bildung 
verschiedener Verbindungen und Verbindungsklassen bei denen die positive Ladung intra- 
bzw. intermolekular nukleophil angegriffen wird. Zum einen sind an dieser Stelle die 
Di-D-Fructose Dianhydride (DFDA, DFA) als intermolekulare Glykoside zu nennen. Diese 
zyklischen Verbindungen bestehen aus zwei miteinander verbundenen Fructose-Einheiten, die 
über einen Dioxan-Ring miteinander verknüpft sind. Dabei sind immer die C2-Atome der 
beiden Fructose-Einheiten an der Bildung des Ringes beteiligt (Manley-Harris und Richards 
1997). Die weiteren an der Ringbildung beteiligten C-Atome können variieren und auch die 
Isomeren- (α- oder β-Form) bzw. die Ringform (Furanose oder Pyranose) können bei den 
verschiedenen DFDA abweichen (Defaye und Gracia Fernández 1994; Manley-Harris und 
Richards 1997).  
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Abbildung 2-8 zeigt die Strukturformeln der bisher in Inulin- bzw. Saccharosekaramellen 
gefundenen DFDA (Christian et al. 2000). Die Bildung weiterer Dianhydride ist auch unter 
Beteiligung von Glucose möglich (Manley-Harris und Richards 1996). Als Mechanismus zur 
Bildung der Dianhydride wird der Weg über das Fructofuranosylkation (Abbildung 2-6) 
angegeben (Manley-Harris und Richards 1994a). Verschiedene Studien zeigten, dass die am 
häufigsten auftretenden DFDA (DFA III, DFA I und DFA V) alle eine α-Verknüpfung 
beinhalten. Dies ist vermutlich auf eine sterische Hinderung durch die OH-Gruppe am C3 des 
Fructofuranosylkations und dem damit bevorzugten Angriff der OH-Gruppe der zweiten 
Fructose-Einheit von unten an das anomere C-Atom zurückzuführen (Christian et al. 2000). 
Aufgrund der ernährungsphysiologisch relevanten Eigenschaften der DFDA ist eine 
Anreicherung in Lebensmitteln sehr erstrebenswert. Da die DFDA aufgrund ihrer 
Verknüpfung nicht durch das menschliche Verdauungssystem abgebaut werden können, 
werden sie zu den Ballaststoffen gezählt (Saito und Tomita 2000). Weiterführende Studien 
belegen sogar einen präbiotischen Effekt der DFDA (Arribas et al. 2010). Auch andere die 
Gesundheit fördernde Eigenschaften werden der Aufnahme der DFDA zugeschrieben. 
Aufgrund der Verwertung der DFDA durch Mikroorganismen des Darms kommt es zur 
verstärkten Bildung kurzkettiger Fettsäuren (SCFA), die zu einer Absenkung des pH-Wertes 
im Darm führen (Arribas et al. 2010). Weiterhin wird die Aufnahme von Mineralstoffen wie 
Magnesium, Calcium, Zink und auch Eisen erhöht (Suzuki et al. 1998; Mineo et al. 2004; 
Mitamura und Hara 2006; Shiga et al. 2006; Tomita et al. 2007). Darüber hinaus werden 
positive Effekte auf entzündliche Darmerkrankungen mit der Aufnahme von DFDA in 
Zusammenhang gebracht. So zeigten die Arbeitsgruppen um Arribas und Ortiz-Mellet in 
Studien mit Ratten in der Darmwand eine Hemmung proinflammatorischer Cytokine und eine 
Reduktion des Interleukins 1β und verschiedener weiterer Entzündungs- und Tumormarker 
(Arribas et al. 2010; Ortiz Mellet und Garcıa Fernandez 2010). Allerdings ist bei den 
zahlreichen beobachteten positiven Effekten der DFDA und ihrer glykosylierten Formen noch 
nicht sicher, ob diese durch die einzelnen Komponenten oder durch deren Mischung ausgelöst 
werden (Arribas et al. 2010).  
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Abbildung 2-8 Strukturformeln bisher strukturell aufgeklärter DFDA (Christian et al. 2000) 
Die Einsatzmöglichkeiten der verschiedenen DFDA sind bisher durch die geringe 
Verfügbarkeit limitiert. Zur Zeit ist es möglich DFA III und DFA IV enzymatisch in größeren 
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Mengen herzustellen (Saito und Tomita 2000; Jahnz et al. 2001; Jahnz et al. 2003; Kim et al. 
2005). Hauptsächlich werden DFDA im asiatischen Bereich als kalorienarme Süßungsmittel 
eingesetzt, sowie zur positiven Beeinflussung des Geschmacks von Reis oder auch Honig und 
Kaffee (Saito und Tomita 2000; Montilla et al. 2006; Sachiko et al. 2006; Ruiz-Matute et al. 
2010). 
Neben der Bildung von intermolekularen Glykosiden, wie den Di-D-Fructose Dianhydriden, 
ist auch die Bildung intramolekularer Glykoside während der Karamellisierung von großer 
Bedeutung. Zu diesen Verbindungen zählen vor allem Anhydrozucker. Wie schon in 
Abbildung 2-7 am Beispiel von 1,6-Anhydro-β-D-glucopyranose gezeigt, kommt es nach der 
Eliminierung von Wasser am Glucosylkation intramolekular zu einem nukleophilen Angriff 
der Hydroxygruppe des C6 an der positiven Ladung und zur Ausbildung eines zusätzlichen 
Sauerstoffringes (Cerny und Stanek Jr. 1977). Dabei handelt es sich meist um Strukturen mit 
einem Drei- oder Fünfring (Belitz et al. 2001). Die Gehalte an 1,6-β-D-Anhydroglucose 
schwanken je nach Ausgangssubstanz und Erhitzungsbedingungen zwischen etwa 0,5 und 
3,5 % (Ponder und Richards 1993).  
 
Abbildung 2-9 Strukturen ausgewählter Anhydrozucker von Glucose, Galactose und Fructose (Belitz 
et al. 2001; Dekany et al. 2006) 
Besonders Anhydrofructose, die bisher vor allem beim enzymtischen Abbau verschiedener α-
1,4-Glucane gefunden wurde, steht aufgrund der besonderen Struktur im Fokus verschiedener 
Studien. Im Gegensatz zu den Anhydrozuckern von Glucose oder auch Galactose entsteht 
durch den intramolekularen Ringschluss bei der Bildung der 1,5-Anhydro-D-fructose eine 
mesomeriestabilisierte Doppelbindung (Abbildung 2-10). Da diese Struktur gewisse 
Ähnlichkeiten mit antioxidativ wirksamen Verbindungen aufweist, wurden Vermutungen 
über eine eventuelle antioxidative Wirksamkeit geäußert und in Studien bestätigt. Dabei 
wurden die Eigenschaften als Radikalfänger, Reduktionsmittel sowie als 
Komplexierungsmittel von Metallionen untersucht (Fujisue et al. 1999; Yamaji et al. 2001; 
Fiskesund et al. 2010). Ob die Verbindung auch nichtenzymtisch bei der Erhitzung von 
Zuckern entstehen kann, ist allerdings noch nicht geklärt (Fiskesund et al. 2010). 
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Abbildung 2-10 Mesomere Strukturen der 1,5-Anhydro-D-fructose (Fiskesund et al. 2010) 
Verschiedene Studien beschäftigten sich mit der enzymatischen Herstellung, der Wirkung und 
damit mit einem möglichen Einsatz verschiedener Anhydrozucker. Neben der Verwendung 
von 1,5-Anhydro-D-fructose als Antioxidans, ergeben sich aufgrund der Eigenschaften auch 
Anwendungsmöglichkeiten im medizinischen Bereich. 1,5-Anhydro-D-fructose ist ein sehr 
wirksames antikariogenes Agens, welche das Wachstum des in der Mundhöhle vorhandenen 
Keims Streptococcus mutans hemmt und dessen Produktion von Milchsäure und Plaque-
bildender Polysaccharide einschränkt (Fiskesund et al. 2010). Weiterhin zeigen 1,5-Anhydro-
D-fructose und seine Derivate in Untersuchungen mit Zellkulturen und in vivo in Studien mit 
Nagern anti-inflammatorische und anticancerogene Eigenschaften (Fiskesund et al. 2010). 
1,5-Anhydro-D-glucitol, ein Derivat der 1,5-Anhydro-D-fructose, kann als Marker bei der 
Überwachung des Glucose-Spiegels von Diabetes-Patienten verwendet werden. Die normale 
Serumkonzentration von 1,5-Anhydro-D-glucitol beträgt dabei zwischen 7 – 32 µg/ml, 
während Patienten mit Diabetes melitus nur eine Konzentration von etwa 2 µg/ml Serum 
aufweisen. Dieser Konzentrationsunterschied kommt zustande, da sowohl Glucose als auch 
1,5-Anhydro-D-glucitol über die renalen Tubuli resorbiert werden (Yabuuchi et al. 1989; 
Fiskesund et al. 2010). Das Auftreten weiterer Anhydrozucker, wie etwa 2,6-Anhydro-D-
fructofuranose, und deren Eigenschaften ist allerdings noch nicht abschließend geklärt. 
Während der thermisch induzierten Karamellisierung der freigesetzten Mono- und 
Disaccharide kommt es vielfach zu einer intramolekularen Umlagerung, wobei die Lobry-de-
Bruyn-Alberda-van-Ekenstein-Umlagerung die bekannteste und wichtigste der möglichen 
Enolisierungen ist (Hodge 1953; Kroh 1994). Diese Reaktion stellt einen besonderen Fall der 
Keto-Enol-Tautomerie dar, bei dem Aldosen mit den epimeren Ketosen im Gleichgewicht 
stehen (Angyal und Stütz 2001). Dabei kann die Umlagerung (Abbildung 2-11) sowohl unter 
basischen als auch unter sauren Bedingungen ablaufen und resultiert in einer Mischung der 
verschiedenen Monosaccharide. Die Einstellung des Gleichgewichts erfolgt in Abhängigkeit 
von der Stabilität der unterschiedlichen Monosaccharide. So liegt D-Glucose als eine der 
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stabilsten Hexosen der Natur in größeren Mengen als beispielsweise D-Psicose vor, welche 
sich aufgrund der höheren freien Energie eher in eine energieärmere Form umwandelt 
(Angyal und Stütz 2001). 
 
Abbildung 2-11 Gleichgewicht von D-Glucose, D-Mannose, D-Fructose und D-Psicose über das 
1,2-Endiol bzw. 2,3-Endiol (Lobry-de-Bruyn-Alberda-van-Ekenstein-Umlagerung; (Angyal und Stütz 
2001) 
Im weiteren Verlauf der Karamellisierung können verschiedene weitere Reaktionen zu 
sogenannten sekundären Reaktionsprodukten stattfinden, beispielsweise Dehydratationen oder 
β-Eliminierungen. Aus den während der Umlagerung gebildeten Endiolen, können zum 
Beispiel die sehr reaktiven Dicarbonylverbindungen, wie Desoxyosulosen bzw. 
Desoxyhexosulosen, gebildet werden. Solche Verbindungen sind zum Beispiel 
3-Desoxyglucosulose (3-DG) oder auch 3-Desoxygalactosulose (3-DGal). Diese stellen, wie 
auch bei der Maillard-Reaktion, wichtige Intermediate dar und bilden die Grundlage für 
zahlreiche Folgereaktionen. Zu diesen Folgereaktionen zählen unter anderem die Bildung von 
weiteren Dicarbonylverbindungen, Retro-Aldol-Reaktionen oder auch Aldol-Kondensationen. 
Auch der Ablauf von Radikal-Reaktionen ist möglich (Kroh 1994).  
Obwohl die Mechanismen zur Bildung der 1,2-Dicarbonylverbindungen entscheidend von 
den gewählten Reaktionsbedingungen und den potentiellen Reaktionspartnern abhängen, 
lassen sich einige grundsätzliche Aussagen treffen.  
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Abbildung 2-12 Bildung von 1,2-Dicarbonylverbindungen über den oxidativen Weg bzw. durch 
Abspaltung von Wasser (Hellwig et al. 2010b) 
Die Bildung langkettiger 1,2-Dicarbonylverbindungen erfolgt über Endiole, wobei die 
Wasserabspaltung an unterschiedlichen Stellen erfolgen kann. Neben der Abspaltung von 
Wasser je nach Reaktionsbedingungen ist auch die Oxidation der Zucker möglich, bei der 
ebenfalls verschiedene langkettige 1,2-Dicarbonylverbindungen gebildet werden (Abbildung 
2-12; Hellwig et al. 2010b). Aus diesen Verbindungen können durch Fragmentierung 
unterschiedliche kurzkettige 1,2-Dicarbonylverbindungen, wie Methylglyoxal (MGO), 
Glyoxal (GO) oder auch Diacetyl gebildet werden (Abbildung 2-18, Abbildung 2-16). 
Besonders diese kurzkettigen 1,2-Dicarbonylverbindungen werden als Grundlage zur Bildung 
der farbgebenden Verbindungen angesehen (Caemmerer et al. 1999).  
In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass 1,2-Dicarbonylverbindungen wie zum 
Beispiel MGO, GO und 3-DG antibakteriell (Mavric et al. 2008) sowie cytotoxisch (Abordo 
et al. 1999; Linden et al. 2002) wirksam sind. Allerdings konnte in weiteren Studien gezeigt 
werden, dass die antibakterielle Wirkung von MGO eingeschränkt ist und verschiedene 
Mikroorganismen des Darmes eine gewisse Toleranz gegenüber MGO entwickelt haben 
(Wallace et al. 2010). Aufgrund der Tatsache, dass der Mensch 1,2-Dicarbonylverbindungen 
schon über einen sehr langen Zeitraum über die Nahrung aufnimmt, ist dieser 
Gewöhnungseffekt auch für weitere Verbindungen denkbar. 
Über die Gehalte von 1,2-Dicarbonylverbindungen gibt es nur wenige Daten. Einige 
Lebensmittel wie Manuka-Honig (Weigel et al. 2004; Mavric et al. 2008) oder verschiedene 
Milchprodukte (Hellwig et al. 2010b) sind relativ gut erforscht und die Gehalte für 
ausgewählte 1,2-Dicarbonylverbindungen verfügbar (Degen et al. 2012).  
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Tabelle 2-6 Gehalte verschiedener Dicarbonylverbindungen und HMF in Lebensmitteln: (1(Mavric et 
al. 2008) (2 (Degen et al. 2012); n.b. – nicht bestimmbar 
 3-DG 3-DGal MGO HMF 
 Gehalte in [mg/kg] bzw. [mg/l] 
Manuka-Honig1 563 - 1060 nicht bestimmt 38 – 761 17,6 – 43,9 
Malzbier2 19 - 136 4,8 - 33 bis 1,0 3,0 - 25 
Essig2 4,6 - 2622 1,1 - 162 1,7 - 53 0,6 - 3760 
Brot2 13 - 619 n.b. - 47 n.b. - 28 1,9 - 163 
Laugenbrezel2 4,5 - 34 bis 6,4 2,5 - 16 0,9 - 3,1 
 
Tabelle 2-6 zeigt die in einigen Lebensmittel bestimmten Gehalte verschiedener 
Dicarbonylverbindungen, die jedoch eher auf den Ablauf der Maillard-Reaktion und weniger 
auf eine Karamellisierung zurückzuführen sind. Diese Gehalte zeigen, dass die Bildung der 
1,2-Dicarbonylverbindungen stark von den Bedingungen im Lebensmittel abhängen. Anhand 
dieser und weiterer untersuchter Lebensmittelproben konnte eine ungefähre tägliche 
Aufnahme der verschiedenen Dicarbonylverbindungen berechnet werden. Für 3-
Desoxyglucosulose (3-DG) wurde eine durchschnittliche Aufnahme zwischen 20 und 160 mg 
pro Tag und für Methylglyoxal (MGO) zwischen 3 und 20 mg pro Tag abgeschätzt (Degen et 
al. 2012). Da es bisher jedoch kaum Daten zur Bioverfügbarkeit und intestinalen Absorption 
gibt, ist eine genauere Beurteilung dieser Werte sehr schwierig.  
Neben den Dicarbonylverbindungen werden während der Karamellisierung auch zahlreiche 
Furane und Furanone gebildet. Eines der wichtigsten Reaktionsprodukte ist dabei das 
5-Hydroxymethylfurfural (HMF), welches besonders zu dem typischen Karamellaroma 
beiträgt und auch als Indikator zur Beurteilung der Hitzebehandlung herangezogen wird 
(Weigel et al. 2004). Das typische Karamell-Aroma wird jedoch nicht nur durch diese 
Verbindung geprägt. Vielmehr ist eine Vielzahl von weiteren Furanen, wie Furfural oder 
2-Hydroxyacetylfuran (HAF), Furanonen, wie Hydroxymethylfuranon (Furaneol) und 
anderen carbocyclischen Verbindungen an der Ausbildung des typischen Aromas von 
Karamellen beteiligt (Kroh 1994). 
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Abbildung 2-13 Bildung der Furanderivate aus den Anhydrozuckern von Glucose bzw. Mannose 
(Ponder und Richards 1993) 
Die Bildung der Furane kann durch die Abspaltung von Wasser aus den Anhydrozuckern von 
Glucose oder auch Mannose (2,5-Anhydroglucose, 2,5-Anhydromannose) erfolgen 
(Abbildung 2-13). Dabei fällt auf, dass besonders bei der Erhitzung von Fructose über das 
Fructofuranosylkation größere Mengen entstehen (Ponder und Richards 1993). 
 
Abbildung 2-14 Bildung von HMF über die 1,2-Dicarbonylverbindungen 3-DG bzw. 3-DGal (Hellwig 
et al. 2010b) 
Die Bildung von HMF ist aber auch über die besonders reaktiven 
1,2-Dicarbonylverbindungen möglich. Dafür wurde der in Abbildung 2-14 gezeigte 
Mechanismus postuliert, bei dem die 1,2-Dicarbonylverbindungen 3-DG bzw. 3-DGal zu dem 
hochreaktiven 3,4-Didesoxyglucoson-3-en (3,4-DGE) und nach einer weiteren Abspaltung 
von Wasser und unter Ringschluss zum HMF reagieren (Hellwig et al. 2010b).  
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Da HMF auch als Aromastoff eingesetzt wird, war eine toxikologische Bewertung der 
Substanz notwendig. Die Gehalte in Lebensmitteln hängen wie die der 
Dicarbonylverbindungen stark von den Herstellungsbedingungen ab, wobei stark erhitzte 
bzw. fermentierte Lebensmittel einen deutlich höheren Gehalt an HMF aufweisen (Tabelle 
2-6). Nach oftmals widersprüchlichen Daten veröffentlichte das Bundesinstitut für 
Risikobewertung (BfR) 2011 eine Stellungnahme, in der der Einsatz von HMF in 
Lebensmitteln als unproblematisch eingestuft wird. Die durchschnittliche tägliche Aufnahme 
an HMF wurde auf etwa 4 – 30 mg pro Tag abgeschätzt, wobei sie durch die Aufnahme von 
speziellen Lebensmitteln, wie etwa Trockenfrüchten, auf bis zu 350 mg pro Tag steigen kann. 
Allerdings wurde die Menge an HMF, die ohne unerwünschte Veränderungen aufgenommen 
werden kann, auf 80 – 100 mg pro kg Körpergewicht und Tag bestimmt. Auch die akute 
Toxizität ist mit einem LD50 von 3100 mg pro kg Körpergewicht sehr gering, so dass selbst 
der Verzehr von größeren Mengen an Trockenfrüchten oder anderen HMF-reichen 
Lebensmitteln als unbedenklich eingestuft werden kann (BfR 2011).  
Die Verbindung 2,5-Dimethyl-4-hydroxy-2H-furan-3-on, auch bekannt unter der 
Bezeichnung Furaneol (Abbildung 2-15), ist eine Schlüsselkomponente in vielen Aromen. 
Dabei trägt sie in vielen Fruchtaromen, wie Erdbeere oder Ananas, zur Abrundung des 
typischen Eindrucks bei. Auch das typische Karamell-Aroma wird durch diese Komponente 
geprägt (Zabetakis et al. 1999; Gang 2005). Aufgrund seiner geringen Geruchsschwelle wird 
es vielfältig in Lebensmitteln eingesetzt (Hauck et al. 2003). Die Bildung von Furaneol 
erfolgt im Verlauf der thermischen Behandlung von Monosacchariden bevorzugt aus 
Fructose. Dabei können verschiedene C3-Körper als Ausgangsverbindungen auftreten (Belitz 
et al. 2001). In Abbildung 2-15 ist die Bildung von Furaneol am Beispiel der Reaktion von 
2-Hydroxypropanal mit MGO dargestellt (Belitz et al. 2001). 
 
Abbildung 2-15 Bildung von Furaneol aus verschiedenen C3-Körpern (Belitz et al. 2001) 
In verschiedenen Studien wurde die Hemmung des Wachstums von Bakterien und 
Schimmelpilzen durch Furaneol beleuchtet. Bei den Untersuchungen zum Mechanismus 
dieser Wachstumshemmungen konnte eine Unterdrückung der S- und G2-Phase der 
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Zellteilung beobachtet werden. Es handelt sich dabei um die Phasen, in denen es zur Synthese 
der DNA und RNA sowie zellteilungsspezifischer Proteine kommt. Daher wird angenommen, 
dass Furaneol auch potentiell gegen verschiedene Infektionen eingesetzt werden kann (Sung 
et al. 2007). 
Als sichtbares Zeichen für eine Karamellisierung wird oftmals die braune Färbung angesehen. 
Während die Aufklärung der niedermolekularen und häufig aromaaktiven Verbindungen sehr 
weit fortgeschritten ist, können bezüglich der Strukturen der hochmolekularen, farb-
beeinflussenden Verbindungen nur wenige, verlässliche Aussagen getroffen werden. Als 
Precursoren für die farbigen Polymere gelten Verbindungen wie HMF und Furfural. 
Allerdings kommen auch die viel reaktiveren Desoxyosulosen und die kurzkettigen 
1,2-Dicarbonylverbindungen als Ausgangsverbindungen für die Polymere in Frage, da sie im 
Gegensatz zu HMF und Furfural nicht stabil sind (Kroh 1994; Caemmerer et al. 1999). 
Auf den Verlauf der Karamellisierung kann durch die Wahl der Reaktionsbedingungen sehr 
stark Einfluss genommen werden. Schon bei den Ausgangsstoffen kann eine unterschiedliche 
Reaktivität beobachtet werden. So karamellisieren Monosaccharide, wie Fructose, schon bei 
niedrigeren Temperaturen als Disaccharide, wie Maltose oder Saccharose (Kroh 1994). 
Weiterhin kann durch den Zusatz von verschiedenen Salzen, wie Citraten, die Bräunung stark 
beschleunigt und gelenkt werden, so dass unter den verschiedenen Bedingungen einmal die 
Aroma- und einmal die Farbbildung in den Vordergrund gestellt werden kann (Hodge 1953; 
Belitz et al. 2001). 
Diese Ausführungen zeigen wie vielschichtig der thermische Abbau von Kohlenhydraten 
ohne Aminokomponenten ist und welch breites Spektrum an Reaktionsprodukten während der 
Karamellisierung möglich ist. Zusammenfassend ist in Abbildung 2-16 nochmals eine 
Auswahl der wichtigsten Reaktionsprodukte aufgeführt (Kroh 1994). Ein großer Teil dieser 
Reaktionsprodukte werden auch bei der Reaktion der Kohlenhydrate mit Aminokomponenten 
als der Maillard-Reaktion gebildet, deren Verlauf im nächsten Kapitel dargestellt werden soll. 
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Abbildung 2-16 Auswahl an niedermolekularen Zuckerabbauprodukten der Karamellisierung (Kroh 
1994) 
2.2.2  Maillard-Reaktion 
Als Maillard-Reaktion wird die komplexe Folge von Reaktionen zwischen Zuckern und 
Aminen bezeichnet, bei der die Bildung zahlreicher, verschiedener Verbindungen möglich ist 
(Abbildung 2-16). Bei der Maillard-Reaktion kommt es zu einem nukleophilen Angriff auf 
die Carbonylfunktion reduzierender Zucker, womit eine Modifizierung der Zucker und des 
Nukleophils verbunden ist. Die Reaktion läuft bevorzugt bei längerer Lagerung, bei einer 
geringen Wasseraktivität oder auch bei höheren Temperaturen ab. Reaktionspartner der 
Nukleophile sind vor allem Glucose, Fructose, Maltose, Lactose, aber auch Pentosen wie 
Ribose. Bei der Reaktion von Aminosäuren als Nukleophil greift in der Regel die 
α-Aminogruppe an der Carbonylgruppe an, während es bei der Reaktion von Proteinen 
bevorzugt zum Angriff durch Aminogruppen der Seitenketten, wie bei Lysin oder Arginin, 
kommt (Belitz et al. 2001). Die ersten Untersuchungen der Reaktionsfolge wurden bereits 
1912 von Louis Camille Maillard in wässrigen Lösungen durchgeführt (Maillard 1912) und 
später von zahlreichen Wissenschaftlern auf die unterschiedlichsten Systeme ausgedehnt. 
Obwohl die Einzelschritte der Maillard-Reaktion vielfach nebeneinander ablaufen und immer 
neue Details des Reaktionsmechanismus aufgeklärt werden, nahm Hodge schon 1953 eine 
grundlegende Einteilung der Reaktionsschritte vor, die aufgrund ihrer Übersichtlichkeit auch 
heute noch verwendet wird (Hodge 1953). 
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Initiale Phase 
Während dieser Phase der Maillard-Reaktion entstehen hauptsächlich farblose und wenig UV-
aktive Verbindungen (Hodge 1953). Beim nukleophilen Angriff der Aminogruppen auf die 
Carbonylfunktionen der reduzierenden Zucker bilden sich nach einer Kondensation 
Schiffsche Basen, die dann zu einem Enaminol umgelagert werden. Die dabei gebildeten 
Amadori-Produkte (AP) sind die ersten relativ stabilen Verbindungen der Maillard-Reaktion. 
In der als Beispiel für die Reaktion aufgeführten Abbildung 2-17 greift die ε-Aminogruppe 
der Lysinseitenkette an die Carbonylfunktion der Glucose an und es erfolgt die Bildung eines 
Imins bzw. einer Schiffschen Base, welche zu einem Glucosylamin weiter reagieren kann. Da 
das Glucosylamin jedoch keine stabile Form annimmt, wird bevorzugt ein 1,2-Enaminol 
gebildet, welches dann zur Aminoketose Fructosyl-Lysin (AP) umgelagert wird (Ledl und 
Schleicher 1990).  
 
Abbildung 2-17 Initiale Reaktion von Glucose mit Lysin unter Bildung eines Imins (Schiffsche Base) 
und nachfolgend des AP Fructosyl-Lysin 
Der vorgestellte Mechanismus gilt für alle primären und sekundären Amine und für alle 
reduzierenden Aldosen. Für die Reaktion von Ketosen mit primären und sekundären Aminen 
veröffentlichte Heyns 1967 einen Mechanismus, welcher bei einer ähnlichen Reaktion zur 
Bildung einer Aminoaldose (Heyns-Produkt) führt (Heyns et al. 1967; Ledl und Schleicher 
1990).  
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Als geschwindigkeitsbestimmender Schritt dieses ersten Teils der Reaktionsfolge wird die 
Amadori-Umlagerung angesehen (Yaylayan und Huyghues des pointes 1994a). Die dabei 
entstehenden AP können in verschiedenen Formen vorliegen, wobei die Pyranose-Form als 
thermodynamisch stabil angesehen und bevorzugt gebildet wird. Die offenkettige Form gilt 
als besonders instabil und liegt in Lösung in sehr geringer Konzentration von etwa 2 % vor 
(Yaylayan und Huyghues des pointes 1994a). Voraussetzung für den Angriff der Amine auf 
die Carbonylfunktion der Zucker ist das Vorhandensein der offenkettigen Formen, dabei sind 
Aldosen reaktiver als Ketosen und Pentosen reaktiver als Hexosen (Bunn und Higgins 1981; 
Laroque et al. 2008). Der Anteil an offenkettiger Form der Glucose liegt bei nur etwa 
0,002 %, was die sehr geringe Reaktivität der Glucose erklärt. Allerdings ist Glucose einer der 
am verbreitetesten Energieträger, was das häufige Auftreten von Amadori- und allgemein 
Maillard-Produkten aus Glucose erklärt (Bunn und Higgins 1981). Da Amine nur in 
deprotonierter Form die Carbonylfunktion der Zucker angreifen, hängt die Reaktivität der 
verschiedenen Aminogruppen hauptsächlich von deren pKa-Werten ab (Acharya et al. 1991). 
Intermediäre Phase 
Diese Phase der Maillard-Reaktion ist gekennzeichnet vom Abbau der Amadori- und Heyns-
Produkte. Obwohl die Amadori- bzw. Heyns-Umlagerung theoretisch eine reversible 
Gleichgewichtsreaktion ist, findet die Rückreaktion aufgrund des schnellen Abbaus nur in 
geringem Umfang statt (Yaylayan und Huyghues des pointes 1994a). Während der weiteren 
Reaktion laufen die zahlreichen Einzelreaktionen oftmals parallel nebeneinander ab. Deren 
Verlauf kann teilweise über die Reaktionsbedingungen gesteuert werden. So treten 
Enolisierungen, Dehydratisierungen, Oxidationen und auch Retro-Aldolspaltungen auf, die 
sowohl säure- als auch basenkatalysiert ablaufen können (Hodge 1953; Yaylayan und 
Huyghues des pointes 1994a). Für das AP Fructosyl-Lysin sind verschiedene 
Abbaumöglichkeiten denkbar, wobei in Abbildung 2-18 nur drei davon aufgeführt wurden. 
Die mit den Enaminolen im Gleichgewicht stehenden AP bilden unter Eliminierung der 
Aminosäuren bevorzugt Desoxyosone. Das 1,2-Enaminol wird nach einer β-Eliminierung der 
Aminosäure und einer Abspaltung von Wasser zu der 1,2-Dicarbonylverbindung 
3-Desoxyglucosulose (3-DG) umgesetzt. Die Desoxyosone, wie 3-DG oder auch 1-DG, 
stellen besonders reaktive Intermediate dar und können eine Vielzahl von Folgeprodukten 
bilden. Durch Fragmentierungen kann es zur Bildung einer Vielzahl niedermolekularer 
Verbindungen, wie Glyoxal (GO), Methylglyoxal (MGO) und Diacetyl kommen (Ledl und 
Schleicher 1990). Weiterhin können Enolisierung, Wasserabspaltung, Substitution von 
Hydroxygruppen oder auch Reaktionen von freiwerdenden Komponenten, wie etwa den 
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Aminosäuren, eine wichtige Rolle spielen. Neben der Bildung der Desoxyosone kann es unter 
Anwesenheit von Sauerstoff nach einer Fragmentierung auch zur Bildung von 
Carboxymethylaminosäuren, wie dem gezeigten Carboxymethyllysin (CML), kommen 
(Yaylayan und Huyghues des pointes 1994a). 
 
Abbildung 2-18 Möglicher Abbau des AP über verschiedene Zwischenstufen zu 1-DG, CML oder 
auch 3-DG (Ledl und Schleicher 1990; Yaylayan und Huyghues des pointes 1994a)  
Finale Phase 
Die finale Phase der Maillard-Reaktion ist gekennzeichnet durch vielschichtige Abbau- und 
Polymerisationsreaktionen, bei denen ein breites Spektrum an Reaktionsprodukten entstehen 
kann. Eine besonders wichtige Rolle spielen dabei die in der intermediären Phase gebildeten, 
hochreaktiven 1,2-Dicarbonylverbindungen. (Ledl und Schleicher 1990). Es kann zur 
Reaktion dieser Verbindungen mit anderen Verbindungen, wie etwa Aminosäuren oder 
Proteinseitenketten kommen. Dies führt sowohl zur Bildung von verschiedenen Advanced 
glycation endproducts (AGEs) wie Pyridin-, Pyrrol- oder auch Furanderivaten, als auch zur 
Entstehung hochmolekularer, farbiger Verbindungen, sogenannter Melanoidine, welche 
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letztendlich zur Einordnung der Maillard-Reaktion als nicht-enzymatische Bräunungsreaktion 
beitragen (Hodge 1953). 
2.2.3  Zielstellung 
Über die während der Karamellisierung von Zuckern entstehenden Verbindungen wurden 
schon zahlreiche Untersuchungen veröffentlicht, wobei der Fokus vor allem auf der 
Karamellisierung von Glucose und Saccharose und weniger auf den Oligo- und 
Polysacchariden lag. Allerdings wurde die Veränderung der Eigenschaften durch die während 
der Karamellisierung entstehenden Verbindungen bisher nur eingeschränkt beleuchtet. Auch 
hier liegen einige Daten zu Saccharose- und Glucosekaramellen vor, wobei zum Beispiel die 
Änderung der antioxidativen Kapazität betrachtet wurde (Faraji und Lindsay 2005; Tsai et al. 
2009).  
Auf der anderen Seite wurden zahlreiche Studien zur Wirkung von Oligo- und 
Polysacchariden durchgeführt. Hier lag der Fokus vor allem auf Fructooligosacchariden und 
Inulinen, für die eine präbiotische Wirkung bestätigt werden konnte (Nair et al. 2010; 
Roberfroid et al. 2010). Während die Struktur der unbehandelten Oligo- und Polysacchariden 
sehr ausführlich aufgeklärt wurde (siehe Kapitel 2.1.1), liegen zur Zusammensetzung der 
erhitzten Verbindungen nur sehr wenige Informationen vor. Es wurden verschiedene 
Substanzen und Substanzklassen wie zum Beispiel die Di-D-Fructose Dianhydride, HMF und 
auch verschiedene 1,2-Dicarbonylverbindungen in den erhitzten Oligo- und Polysaccharide 
bestimmt und auch deren Wirkung im Einzelnen wurde untersucht. Wie sich die Summe der 
gesamten Veränderungen, also der Abbau der Oligo- und Polysaccharide und die Bildung der 
verschiedenen Verbindungen auf die Eigenschaften der Oligo- und Polysaccharide auswirken, 
wurde allerdings nur in geringem Umfang beleuchtet. Es liegen vereinzelte Studien zur 
Wirkung von erhitztem Inulin auf die Mikroorganismen der Darmflora vor (Böhm et al. 
2006), jedoch keine Daten zum Zusammenhang zwischen den während der Erhitzung 
gebildeten Verbindungen und der Wirkung auf die Mikroorganismen. Auch zur Wirkung der 
Erhitzung von Oligo- und Polysacchariden auf andere Eigenschaften, wie etwa die 
antioxidative Kapazität, wurden noch keine Daten publiziert.  
In dieser Arbeit sollten daher Untersuchungen zum strukturellen Abbau von Oligo- und 
Polysacchariden mit den Beobachtungen zu den Veränderungen der Eigenschaften, wie etwa 
der Wirkung auf verschiedene Mikroorganismen oder auch der antioxidativen Wirksamkeit, 
kombiniert werden, um umfassende Erkenntnisse zum Einfluss der thermischen Behandlung 
auf die Eigenschaften zu bekommen. 
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3  Materialien und Methoden 
3.1  Chemikalien, Geräte und Materialien 
3.1.1  Chemikalien 
Tabelle 3-1 Verwendete Chemikalien 
Chemikalie Hersteller Spezifikation 
(-)-1,6-Anhydro-β-D-glucopyranose Merck, Darmstadt zur Synthese 
(±)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-
chroman-2-carbonsäure (Trolox) 
Sigma-Aldrich, Steinheim  97 % 
1,1,1-Kestopentaose Megazyme Int. Ltd, Ireland 95 % 
2,2‘-Azino-bis(3-ethylbenzo-
thiazolin-6-sulfonat)  
(ABTS) 
Sigma-Aldrich, Steinheim  ~98 % 
2,3-Dimethylchinoxalin Sigma-Aldrich, Steinheim  97 % 
2,4,6-Tri(-2pyridyl)-1,3,5-triazin 
(TPTZ) 
Merck, Darmstadt  p.a. 
Acetonitril VWR, Darmstadt HPLC-grade, p.a. 
Agar für die Mikrobiologie Carl Roth, Karlsruhe reinst 
L-Alanin Reanal, Budapest chrom. rein 
Ameisensäure, konz. Sigma-Aldrich, Steinheim 99 % 
4-Aminohippursäure Sigma-Aldrich, Steinheim ≥ 98 % 
Ammoniak, konz. Sigma-Aldrich, Steinheim 25 % 
Anilin Merck, Darmstadt destilliert 
L-Arginin-HCl Reanal, Budapest chrom. rein 
Ascorbinsäure Merck, Darmstadt p.a. 
L-Asparagin Reanal, Budapest chrom. rein 
L-Asparaginsäure Carl Roth, Karlsruhe p.a. 
Borax Reachim, Russland  
Borsäure VEB Laborchemie Apolda  
Butylhydroxyanisol (BHA) Fluka, Taufkirchen ≥ 98 % 
Butylhydroxytoluol (BHT) Fluka, Taufkirchen purum 
Calciumchlorid-dihydrat Grüssing GmbH, Filsum 99,5 % 
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Chemikalie Hersteller Spezifikation 
Calcium-pantothenat Sigma-Aldrich, Steinheim  98 % 
Caso-Boullion Carl Roth, Karlsruhe  
Cellulose, mikrokristallin Merck, Darmstadt für die Säulen-
chromatographie 
Citifluor Citifluor Ltd. London  
Coomassie Brilliant Blue G-250 Serva, Heidelberg min. 91 %  
L-Cystein Merck, Darmstadt p.a. 
L-Cystein-HCl Fluka, Taufkirchen p.a. 
3-DGal-Chinoxalin TU Dresden, Professur für 
Lebensmittelchemie 
Präparat (Hellwig 
2010) 
3-DG-Chinoxalin TU Dresden, Professur für 
Lebensmittelchemie 
Präparat (Hellwig 
2010) 
3-DP-Chinoxalin TU Dresden, Professur für 
Lebensmittelchemie 
Präparat (Hellwig 
2010) 
deuterierte Essigsäure Sigma-Aldrich, Steinheim  99,9 % 
Deuteriumoxid Sigma-Aldrich, Steinheim  99,9 % 
DFA III  
   (α-D-Fruf-1,2`:2,3`-β-D-Fruf) 
Hokkaido Study Center, University of 
the Air, Japan 
 
4´,6-Diamidino-2-phenylindol 
(DAPI) 
Merck, Darmstadt 1 mg/ml; 10 µg/ml 
Dichlormethan Mallinckrodt Baker B.V., Deventer reinst 
Di-Kaliumhydrogenphosphat 
Di-Natriumhydrogenphosphat-
dihydrat 
Merck, Darmstadt p.a., wasserfrei 
Merck, Darmstadt reinst 
Diphenylamin Merck, Darmstadt p.a. 
Eisen(II)sulfat-heptahydrat Merck, Darmstadt p.a. 
Eisen(III)chlorid-hexahydrat Grüssing GmbH, Filsum 99 % 
Eisessig VWR, Darmstadt 100 %, p.a. 
Ethanol VWR, Darmstadt p.a.(reinst), 96 % 
Ethylacetat VWR, Darmstadt reinst 
Fleischextrakt SIFIN GmbH, Berlin  
Formamid Merck, Darmstadt p.a. 
D-Fructose Veelmann, Seevetal 99 % 
Furfural TU Dresden, Professur für 
Lebensmittelchemie 
Destillat (Hellwig 
2010) 
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Chemikalie Hersteller Spezifikation 
Galle (vom Schwein) Sigma-Aldrich, Steinheim   
Gallensalze (Rind) Sigma-Aldrich, Steinheim   
D-Glucose Merck, Darmstadt p.a. 
L-Glutaminsäure Reanal, Budapest chrom. rein 
Glycerin Merck, Darmstadt 100 % 
L-Glycin Reanal, Budapest chrom. rein 
Glyoxal Sigma-Aldrich, Steinheim  40 % 
Glyoxylsäure Fluka, Taufkirchen 97 % 
Haemin Fluka, Taufkirchen ≥ 98 % 
Harnstoff Sigma-Aldrich, Steinheim  reinst 
Hefeextrakt Carl Roth, Karlsruhe  
Heptansulfonsäure-Monohydrat (Na-
Salz) 
Alfa Aesar, Karlsruhe  
L-Histidin Merck, Darmstadt p.a. 
2-Hydroxyessigsäure Merck, Darmstadt p.a. 
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-
furanon (Furaneol)  
Sigma-Aldrich, Steinheim  ≥ 99,0 % (GC) 
5-Hydroxymethylfurfural (HMF) Sigma-Aldrich, Steinheim  p.a. 
3-Hydroxy-2-methylpyran-4-on Merck, Darmstadt p.a. 
2-Hydroxypropansäure Merck, Darmstadt ~ 90 % 
L-Isoleucin Serva, Heidelberg p.a. 
Kaffeesäure Fluka, Taufkirchen reinst 
Kaliumchlorid Grüssing, Filsum p.a. 
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt p.a. 
Kaliumpersulfat Sigma-Aldrich, Steinheim  p.a. 
Lactulose AppliChem GmbH, Darmstadt 95 % 
L-Leucin AppliChem GmbH, Darmstadt p.a. 
L-Lysin-HCl Reanal, Budapest chrom. rein 
Lysozym (aus Hühnereiweiß) Sigma-Aldrich, Steinheim  ≈ 70000 U/mg 
Magnesiumchlorid-dihydrat Merck, Darmstadt reinst 
Magnesiumsulfat-heptahydrat Carl Roth, Karlsruhe p.a. 
Maltol Sigma-Aldrich, Steinheim  99 % 
Menadion (Vitamin K3) Sigma-Aldrich, Steinheim   
Methanol VWR, Darmstadt HPLC-grade 
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Chemikalie Hersteller Spezifikation 
L-Methionin Reanal, Budapest chrom. rein 
2-Methylchinoxalin Sigma-Aldrich, Steinheim  97 % 
Methylenblau Sigma-Aldrich, Steinheim   
Methylglyoxal Sigma-Aldrich, Steinheim  40 % 
Nähragar II SIFIN GmbH, Berlin  
Natriumacetat Merck, Darmstadt p.a., wasserfrei 
Natriumcarbonat Merck, Darmstadt p.a., wasserfrei 
Natriumchlorid Merck, Darmstadt  
Natriumhydrogencarbonat Ferak, Berlin, DDR reinst 
Natriumhydroxid VWR, Darmstadt 1,0 M (Ampulle) 
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt Plätzchen, p.a. 
Natriumlaurylsulfat (SDS) Carl Roth, Karlsruhe 10 % 
Nicotinsäure Sigma-Aldrich, Steinheim  ≥ 99,5 % 
2-Oxopropansäure Sigma-Aldrich, Steinheim  > 99 % 
Paraformaldehyd Fisher Scientific GmbH, Schwerte 37,50 % 
Peptonwasser Carl Roth, Karlsruhe  
L-Phenylalanin Reanal, Budapest chrom. rein 
o-Phenylendiamin Merck, Darmstadt > 99 % 
o-Phosphorsäure Merck, Darmstadt 85 % 
o-Phthalsäure VEB Laborchemie Apolda 99,5 % 
L-Prolin Reanal, Budapest chrom. rein 
1-Propanol Sigma-Aldrich, Steinheim  ≥ 99 % 
2-Propanol Merck, Darmstadt ≥ 99 % 
Propidiumiodid Merck, Darmstadt 1 mg/ml 
Pyridoxal-HCl Sigma-Aldrich, Steinheim  99 % 
Quinoxaline Sigma-Aldrich, Steinheim  99 % 
Riboflavin Merck, Darmstadt 99 % 
Saccharose Carl Roth, Karlsruhe p.a. 
Salzsäure Carl Roth, Karlsruhe 37 %, rauchend 
Schwefelsäure Merck KGaA, Darmstadt konz. (96-98 %) 
L-Serin Reanal, Budapest chrom. rein 
Stärke, löslich Merck, Darmstadt p.a. 
L-Threonin Reanal, Budapest chrom. rein 
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Chemikalie Hersteller Spezifikation 
Thymol Merck, Darmstadt p.a. 
α-Tocopherol Merck, Darmstadt p.a. 
Trichloressigsäure VWR, Darmstadt p.a. 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan VWR, Darmstadt  
Tris-HCl Merck, Darmstadt 1 M 
L-Tryptophan Reanal, Budapest chrom. rein 
Tween 80 Carl Roth, Karlsruhe rein 
L-Tyrosin Serva, Heidelberg chrom. rein 
Uracil Sigma-Aldrich, Steinheim  99 % 
L-Valin Reanal, Budapest chrom. rein 
Wasser Hausanlage bidestilliert 
Wasser Reinstwasseranlage TU Dresden reinst 
Wasser Gibco invitrogen DNase/RNase frei 
Zitronensäure-1-hydrat Riedel-de-Haen GmbH, Seelze p.a. 
3.1.2  Geräte 
Tabelle 3-2 Verwendete Geräte (Professur für Lebensmittelchemie) 
Geräte Hersteller Spezifikation 
Analysenwaage Sartorius AG, Göttingen BP 121 S ; d = 0,1 mg 
DC-Doppeltrogkammer CAMAG AG & Co. GmbH, 
Berlin 
20 x 20 cm, 10 x 20 cm, 10 x 10 cm 
ESI-MS PerSeptive Applied 
Biosystems, Foster City, 
USA 
Mariner Elektrosprayionisation und 
Flugzeitmassenspektrometer 
Feinwaage Sartorius AG, Göttingen BP 3100 S ; d = 0,01 g 
Flash-Chromatographie - 
Chromatographiesäule 
Rettberg GmbH, Göttingen L = 400 mm, ID = 13 mm; 
L = 450 mm, ID = 30 mm 
Flash-Chromatographie - 
Lösungsmittelreservoir  
Spezialanfertigung, Institut 
für Organische Chemie, TU 
Dresden 
 V = 1 l, V = 500 ml 
Gefriertrocknungsanlage Christ GmbH, Osterode alpha 1-2 
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Geräte Hersteller Spezifikation 
HPAEC-PAD Metrohm GmbH, Filderstadt IC-System: Pumpe 709, IC Sample 
Processor 788, Valve 812; Bioscan 
817, Interface 762 
HPAEC-Säule Metrohm GmbH, Filderstadt Metrosep Carb1, 250 x 4,6 mm, 
Styrol/Divinylbenzol-Copolymer 
HPAEC-Säule Metrohm GmbH, Filderstadt Metrosep A Supp1, 250 x 4,6 mm, 
Polystyrol/Divinylbenzol- Copolymer 
mit quaternären Ammoniumgruppen 
HPLC - Detektor Knauer GmbH, Berlin UV-Detektor  K-2501 
HPLC - Detektor Merck KGaA, Darmstadt Differential Refraktometer RI-71 
HPLC (analytisch) Knauer GmbH, Berlin Wellchrom Niederdruckgradien-
tensystem mit Degasser, Solvent 
Organizer K-1500, Pumpe K-1001, 
dyn. Mischkammer, Autosampler 
Marathon Basic, Umluftsäulen-ofen, 
A/D-Interfacebox 
HPLC (semipräparativ) Knauer GmbH, Berlin Wellchrom 
Niederdruckgradientensystem mit 
Degasser, Solvent Organizer K-1500, 
Pumpe K-1001, dynamischer 
Mischkammer, Injektionseinheit 6-
Wegeventil - manuell, Splitter/T-
Stück (Edelstahl), Umluftsäulenofen, 
A/D-Interfacebox 
HPLC-Säulen Knauer GmbH, Berlin Eurospher Kieselgel 100-5 Säule, NH2 
modifiziert, (250 x 4 mm) 
HPLC-Säulen Knauer GmbH, Berlin Eurospher Kieselgel 100-5 Säule, NH2 
modifiziert, (250 x 8 mm) 
HPLC-Säulen Knauer GmbH, Berlin Eurospher Kieselgel 100, C-18       
(5,0 µm, 250 x 4 mm) 
HPLC-Säulen Knauer GmbH, Berlin Prontosil 60-5 Phenyl (5,0 µm,       
250 x 4,6 mm) 
Kolbenhubpipette VWR International GmbH, 
Darmstadt 
100-1000 µL 
Kolbenhubpipetten Eppendorf AG, Hamburg Reference, verschiedene Größen 
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Geräte Hersteller Spezifikation 
NMR-Spektrometer Bruker Optik GmbH, 
Ettlingen 
Bruker Avance DRX500 
pH-Messgerät WTW GmbH, Weilheim inoLabph Level 1 
pH-Elektrode  WTW GmbH, Weilheim Sentix 61 
Photometer Pharmacia Biotech, Freiburg Ultrospec 1000 
Pumpe  Ilmvac GmbH, Ilmenau VCZ 224 
Rotationsverdampfer  Heidolph GmbH&Co.KG, 
Schwabach 
Laborota 4002 + 
Rührgerät  IKA-Werke GmbH & CO. 
KG , Staufen 
Mini MR Standard 
Spektralphotometer Analytik-Jena, Jena Specord S100 
TLC Probenauftragseinheit CAMAG AG & Co. GmbH, 
Berlin 
CAMAG Linomat IV 
TLC Visualizer CAMAG AG & Co. GmbH, 
Berlin 
CAMAG Video Scan 
Trockenschrank Heraeus Instruments, 
Osterode 
UT 12 
Trockner Quelle GmbH, Fürth Privileg 
Ultraschallbad  BANDELIN electronic 
GmbH & Co. KG, Berlin 
Sonorex RK 52H 
Vakuumpumpe Vaccuubrand GmbH & Co. 
KG, Wertheim 
Typ RZ 2 
Vortex Scientific Industries, 
Bohemia NY, USA 
Vortex Genie 2 
Wasserbad GFL GmbH, Burgwedel Typ 1012 
Zentrifuge Heraeus Instruments, 
Osterode 
Biofuge Stratos 
Zentrifuge Eppendorf AG, Hamburg Eppendorf 5804R 
Zentrifugenröhrchen Sarstedt AG & Co., 
Nümbrecht 
15 ml , PP 
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Tabelle 3-3 Verwendete Geräte (Professur für angewandte Mikrobiologie) 
Gerät Hersteller Spezifikation 
Autoklaven HMC Europe GmbH HU Clave HV-85L 
Brutschrank Memmert GmbH BE 500 
Bunsenbrenner LaboBox-System „Fireboy“ 
Epifluoreszenz- mikroskop Carl Zeiss Jena GmbH Axioskop 20 
Hochdruckdampfsterilisator KSG Sterilisatoren GmbH KSG 112 
Horizontalschüttler Infors AG, Bottmingen HT Multitron 
Hybridisierungsofen UVP Laboratory Products HB 1000 Hybridizer 
Mini-Schüttler IKA-Works, INC. Wimington, 
USA 
Minishaker MS 1 
pH-Meter HACH HQ 40 d multi 
Sicherheitswerkbank Kendro Laboratory Products 
GmbH, Langenselbold 
HERA Safe KS / KSP 
Ultraschallsonde Bandelin electronic SonoPlus HD 2070 
UV/VIS-Spektraphotometer Thermo Fischer Scientific 
Instruments 
Spectronic Helios beta 
Vakuumfiltrationseinheit Sartorius AG, Göttingen  
3.1.3  Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 3-4 Verwendete Verbrauchsmaterialien (Professur für Lebensmittelchemie) 
Material Spezifikation Hersteller 
Avicel Cellulose mikrokristallin Merck, Darmstadt 
DC-Auftragskapillaren 2µl Hirschmann Laborgeräte, 
Eberstadt 
Einmalspritzen Terumo Syringe, 10 mL Terumo Europe, Leuven (NL) 
Einwegpipettenspitzen verschiedene Größen 
(1000 µl, 200 µl, 20 µl) 
Brand, Wertheim  
Enzymkit D-Glc/ D-Frc Enzytec ID 1245 r-Biopharm, Darmstadt 
Enzymkit D-Glc/ Sac Enzytec ID 1246 r-Biopharm, Darmstadt 
Fertigplatten (DC) Cellulose F, 20 x 20 cm, Art.-
Nr. 5718 
Merck, Darmstadt 
Fertigplatten (DC) Cellulose, 20 x 20 cm, Art.-
Nr. 1.05552.0001 
 
Merck, Darmstadt 
3. Materialien und Methoden 
47 
Material Spezifikation Hersteller 
Fertigplatten (DC) Silicagel 60 F254, 20 x 20 cm, 
Art.-Nr. 1.0554.001 
Merck, Darmstadt 
Fertigplatten (DC) Silicagel 60, 20 x 20 cm, Art.-
Nr. 1.05553.0001 
Merck, Darmstadt 
Fertigplatten (HPTLC) Silicagel 60, 10 x 10 mm, 
Art.-Nr. 5633 
Merck, Darmstadt 
Fertigplatten (präparative DC) Silicagel 60 F254, 20 x 20 cm 
Schichtdicke 2 mm, Art.-Nr. 
5717 
Merck, Darmstadt 
Fertigplatten (präparative DC) Silicagel 60, 20 x 20 cm, 
Schichtdicke 2 mm, Art.-Nr. 
1.05745 
Merck, Darmstadt 
GHP-Membranfilter  0,45µm PALL Life Sciences GmbH 
HPAEC-Probengefässe PP-Röhrchen, 11 ml, mit 
perforiertem PP-Stopfen 
Metrohm GmbH, Filderstadt 
HPLC-Vial 1,5 ml Schraubflaschen, 
Weiß-, Braunglas 
VWR, Darmstadt 
HPLC-Vial Inserts  200 µl, Glas VWR, Darmstadt 
Hydrolyseröhrchen Duran 12 mm x 100 mm, GL 
14 
Schott Glaswerke, Mainz 
Küvetten Schichtdicke 1 cm, PMMA, 
4,5 ml und 1,5 ml 
Brand, Wertheim 
Membranfilter 0,45 µm Sartorius StedimBiotech GmbH, 
Göttingen 
NMR-Röhrchen 506-P-7, 178 mm Länge Norell, Landisville, USA 
Pasteur-Pipetten  Glas, 150 mm und 225 mm VWR, Darmstadt 
Reagenzgläser 30 ml, skaliert, 10 ml 
unskaliert 
DURAN Group GmbH, Mainz 
Rollrandschnappdeckel-
gläschen 
verschiedene Größen VWR, Darmstadt 
Rührspatel  r-Biopharm, Darmstadt 
Schalen Quarzglas, 80 mm Boro 3.3 VWR, Darmstadt 
Schalen Aluminium (ø 80 mm x h 25 
mm), Art.-Nr. 5496 
Carl Roth, Karlsruhe 
Septen für HPLC-Vials 8 mm, PTFE/SIL Carl Roth, Karlsruhe 
Silanisierte Glasfaserwatte   Macherey-Nagel, Düren  
Spritzenvorsatzfilter RC 0,45 µm Phenex Pharmaceuticals AG, 
Ludwigshafen 
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Material Spezifikation Hersteller 
Tubes Reaktionsgefäß, 1,5 ml Paul Böttger oHG, Bodenmais 
Tubes Reaktionsgefäß, 2,0 ml, natur 
PP 
GML – alfaplast GmbH, München 
Tabelle 3-5 Verwendete Verbrauchsmaterialien (Professur für angew. Mikrobiologie) 
Material Spezifikation Hersteller 
Anaerobbeutel Anaerocult A Merck, Darmstadt 
CryoTubes 4,5 ml TPP, Trasadingen, CH 
Deckgläser 24 x 32 mm Carl Roth, Karlsruhe 
Greiner-Röhrchen 50 ml, PP, steril Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen 
Membranfilter 0,2 µm GTBP Isopore Membrane Filters, Billerica, 
USA 
Objektträger ca. 76 x 26 mm Glaswarenfabrik Karl Hecht, 
Sondenheim 
Objektträger, 
teflonbeschichtet 
ER-301-AD-CE24 Erie Scientific Company, 
Portsmouth, USA 
 
Polycarbonatfilter 0,2 µm, Polycarbonat schwarz, 
Ø 25 mm 
Pieper Filter GmbH, Bad 
Zwischenahn 
Spritzenvorsatzfilter 0,22 µm, pyrogenfrei, RNA-
/DNA-frei, RNase-, DNase-frei 
TPP Techno Plastic Products AG, 
Trasadingen 
3.1.4  Software 
Tabelle 3-6 Zur Datenauswertung verwendete Software 
Software Entwickler 
ACD/ChemSketch Freeware, Version 12.0 Advanced Chemistry Development Inc., 
Toronto, ON, Canada 
Biospectrometry Data Explorer PerSeptive Applied Biosystems, Foster City, 
USA 
ChromGate Client/Server, Version 3.3.1 Knauer GmbH Berlin 
EuroChrom für Windows, Version 3.05 P5 Knauer GmbH Berlin 
IC Net Version 2.3 Metrohm AG, Herisau (CH) 
Microsoft Office 2007 Microsoft Corporation, Redmond (USA) 
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3.2  Probenmaterial 
Tabelle 3-7 Verwendetes Probenmaterial (Inulin, Stärke, Cellulose) 
Probensubstanz Hersteller 
Chicoree - Inulin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schweiz 
Dahlien - Inulin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schweiz 
Fibruline XL Cosucra, Belgien 
Fibrulose 97 Cosucra, Belgien 
Raftiline GR Orafti, Belgien 
Raftiline HP Orafti, Belgien 
Topinambur - Inulin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schweiz 
Stärke, löslich Merck, Darmstadt 
Cellulose, mikrokristallin Merck, Darmstadt 
 
3.3 Mikroorganismen und Sonden 
Tabelle 3-8 Verwendete Mikroorganismen (MO) 
MO Lieferant DSMZ-Nr. 
Bacteroides vulgatus Deutsche Stammsammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen (DSMZ), 
Braunschweig 
1447 
Bifidobacterium 
adolescentis 
DSMZ, Braunschweig 20083 
Clostridium lituseburense DSMZ, Braunschweig 797 
Lactobacillus plantarum DSMZ, Braunschweig 20174 
Die ausgewählten Mikroorganismen sind alle der Risikoklasse 1 zuzuordnen, bei deren 
Handhabung außer den üblichen Arbeitsschutzmaßnahmen keine weiteren 
Sicherheitsmaßnahmen beachtet werden müssen.  
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Tabelle 3-9 Für die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) verwendete Gen-Sonden 
Sondenname Sequenz (5´-3´) Referenz 
Bado434 5´-GCT CCC AGT CAA AAG CG-3´ (Dinoto et al. 2006) 
(Takada et al. 2004) 
LbpV3 5´-CCG TCA ATA CCT GAA CAG-3´ (Ercolini et al. 2003; Ercolini 
et al. 2006) 
Clit135 5´-GTT ATC CGT GTG TAC AGG G-3´ (Franks et al. 1998) 
Bvulg1017 5´-AGA TGC CTT GCG GCT TAC GGC-3´ (Rigottier-Gois et al. 2002; 
Waidmann et al. 2003) 
Lieferant: Thermo Scientific GmbH, Schwerte 
3.4  Herstellung der Karamellproben 
Die in den nachfolgend beschriebenen Untersuchungen verwendeten Karamellproben wurden 
durch trockene Erhitzung der in Tabelle 3-7 aufgeführten Inuline hergestellt.  
Für die offene Erhitzung wurden etwa 1 g des jeweiligen Inulins in einer Glasschale (ø 80 mm 
x h 40 mm) bzw. in einer flachen Aluminiumschale (ø 80 mm x h 25 mm) im Trockenschrank 
für 30 Minuten erhitzt. Das verwendete Temperaturspektrum reichte von 100 °C bis 220 °C, 
wobei eine Abstufung von jeweils 10 °C erfolgte.  
Zur Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes auf den Abbau der Inuline wurden die 
Inuline Raftiline HP und GR jeweils ohne Zusatz, sowie mit dem Zusatz von 1,5 % (m/m) 
Zitronensäure bzw. 1,5 % (m/m) Natriumcarbonat erhitzt. Um eine homogene Mischung der 
Inuline mit den verwendeten Substanzen zu erhalten, wurden sie im Mörser miteinander fein 
vermahlen. Die erhaltenen homogenen Mischungen wurden dann für die Erhitzung 
verwendet. 
Zur Charakterisierung des Verhaltens von Cellulose und Stärke wurden jeweils etwa 1 g der 
Substanzen wie die Inuline in einer Aluminiumschale für 30 min trocken und offen erhitzt. 
Bei diesen Proben beschränkte sich das Temperaturspektrum auf 160 °C und 190 °C. Diese 
Proben wurden nur ohne Zusätze erhitzt und sollten einen Überblick über das Verhalten 
anderer Polysaccharide während der Erhitzung liefern. 
Die nach der Erhitzung abgekühlten Proben wurden mit wenig bidest. Wasser aufgenommen, 
quantitativ in 10 ml-Masskolben überführt und mit bidest. Wasser aufgefüllt. Die so 
erhaltenen Proben dienten für alle durchgeführten Untersuchungen als Ausgangs-materialien. 
Um die Veränderungen der Oligo- und Polysaccharide während der Erhitzung besser 
beurteilen zu können, wurden zusätzlich zu den Lösungen der erhitzten Proben noch 
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Lösungen von jeweils etwa 1 g der nativen, also nicht erhitzten Proben in 10 ml bidest. 
Wasser gelöst und als Vergleichsproben eingesetzt. 
3.5  Charakterisierung des Inulinabbaus 
3.5.1 Probenscreening per DC 
Die DC lieferte einen Überblick über die enthaltenen Kohlenhydrate und wurde nach 
Seidowski 2004 durchgeführt. Die Parameter für die DC sind nachfolgend aufgeführt. 
Stationäre Phase Kieselgel 60 (Schichtdicke 0,25 mm, 20 x 20 cm, Art.-Nr. 1.05553.0001) 
Mobile Phase  Acetonitril – Wasser (90 : 10) 
Auftragsvolumen Standardgemisch 5 µl (Tabelle 3-10) und Probe 10 – 20 µl 
Konditionierung Platte wurde vor jedem Lauf für 10 min in der gesättigten 
Doppeltrogkammer konditioniert 
Entwicklung Dreifachentwicklung mit Zwischentrocknung (für 10 min im 
Kaltluftstrom) 
Detektionsreagenz 0,2 ml Anilin und 0,2 g Diphenylamin wurden jeweils in 10 ml Ethanol 
(96 %) gelöst und anschließend gemischt. Zu dieser Lösung wurden 
2,0 ml ortho-Phosphorsäure (85 %) gegeben.  
 (Haltbarkeit der Lösung im Dunkeln: etwa 2 Wochen) 
Detektion Gleichmäßiges Besprühen der Platte und Entwicklung bei etwa 110 °C 
im Trockenschrank bis zur Entwicklung deutlich sichtbarer Spots (etwa 
5 – 10 min) 
Tabelle 3-10 Zusammensetzung des Kohlenhydratstandards 
Substanz Konzentration [mg/ml] Substanz Konzentration [mg/ml] 
Glc 1,04 Sac 0,95 
Frc 1,18 DFA III 1,16 
Die Auswertung erfolgte über den Vergleich der Rf-Werte der jeweiligen Standards sowie den 
Vergleich der für die Spots erhaltenen charakteristischen Farben.  
3. Materialien und Methoden 
52 
3.5.2  Bestimmung der Farbwerte 
Die Bestimmung der Farbwerte erfolgte, um einen objektiven Vergleich der bei der Erhitzung 
entstandenen Bräunung zu ermöglichen. Dazu wurde eine Standardreferenz-methode (SRM) 
der Mitteleuropäischen brautechnischen Analysenkommission (MEBAK) bzw. European 
Brewery Convention (EBC) zur Beurteilung der Färbung während der Herstellung von Bier 
verwendet (Miedaner 2002). 
Um gleichbleibende Bedingungen bei der Bestimmung zu gewährleisten, wurden die Proben 
für 10 min bei 5000 U/min zentrifugiert und der Überstand zur Messung verwendet. Zur 
Bestimmung der EBC-Farbzahl wurde die Extinktion der Proben unter Verwendung von 
PMMA-Makroküvetten (Schichtdicke 1,00 cm) gegen Wasser bestimmt und dann die 
Farbzahl nach folgender Formel berechnet. 
EBC - Farbzahl = E430 ·  25 · F 
Formel 3-1 Berechnung der Farbzahl nach EBC 
  E430 - Extinktion bei 430 nm 
  25 - Umrechnungsfaktor 
  F - Verdünnungsfaktor 
3.5.3  Bestimmung der Kettenlänge 
Die Bestimmung der Kettenlänge erfolgte über die Hochleistungs-Anionenaustausch-
chromatographie mit gepulstem amperometrischen Detektor (HPAEC-PAD).  
Anlage Metrohm Ionenchromatographie-System 
Säule  Metrosep A Supp1, 250 x 4,6 mm, Polystyrol/Divinylbenzol-Copolymer 
Eluent A NaOH 0,1 M (CO2-frei, aus der Ampulle)/Na-Acetat 0,01 M 
Eluent B NaOH 0,2 M (CO2-frei, aus der Ampulle)/Na-Acetat 0,2 M 
(Um das System CO2-frei zu halten, wurden die Eluenten ständig mit Stickstoff 
begast.) 
Gradient Fluss 1,00 ml/min 
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t [min] Anteil B [%] 
0 13 
10 13 
65 100 
115 100 
125 13 
135 13 
Injektion  Metrohm Valve 812, Injektionsschleife 20 µl 
Säulentemperatur 35 °C 
Detektion  Metrohm Bioscan 817 mit Au-Elektrode 
Auswertung  Metrohm IC Net Version 2.3 
Als Standard wurde eine Lösung eines Fructose-Oligomers mit bekanntem dp 
(1,1,1-Kestopentaose, dp = 5) verwendet. Die Bestimmung des mittleren dp erfolgte anhand 
der Berechnung der Flächenanteile der einzelnen Peaks, wobei jeder einzelne Peak für eine 
Verlängerung der Kette um eine Fructoseeinheit steht. 
3.5.4  Quantifizierung von Glucose, Fructose und Saccharose 
Die Bestimmung der Mono- bzw. Disaccharide wurde mit verschiedenen Methoden 
durchgeführt.  
HPAEC-PAD (Bestimmung von Glc, Frc, Sac, 1,6-Anhydroglucose) 
Anlage Metrohm Ionenchromatographie-System 
Säule  Metrosep Carb1, 250 x 4,6 mm, Styrol/Divinylbenzol-Copolymer 
Eluent A NaOH 0,1 M (CO2-frei, aus der Ampulle)/Na-Acetat 0,01 M 
Eluent B NaOH 0,2 M (CO2-frei, aus der Ampulle)/Na-Acetat 0,2 M 
(Um das System CO2-frei zu halten, wurden die Eluenten ständig mit Stickstoff 
begast.) 
Gradient Fluss 0,90 ml/min 
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t [min] Anteil B [%] 
0 0 
60 0 
60,1 95 
90 95 
90,1 0 
135 0 
Injektion  Metrohm Valve 812, Injektionsschleife 20 µl 
Säulentemperatur 35 °C 
Detektion  Metrohm Bioscan 817 mit Au-Elektrode 
Auswertung  Metrohm IC Net Version 2.3 
Die Identifizierung und Quantifizierung der jeweiligen Zucker erfolgte über den Vergleich der 
Retentionszeit und einer Standardaddition, sowie nach Erstellung einer Kalibriergeraden im 
Konzentrationsbereich von 5 - 60 mg/l.  
Enzymatik (Bestimmung von Glc, Frc, Sac) 
Die enzymatischen Bestimmungen wurden mit den Kits Enzytec ID 1245 (D-Glucose/ 
D-Fructose) und ID 1246 (D-Glucose/Saccharose) der Firma r-biopharm (Darmstadt) 
durchgeführt.  
Für die Bestimmung wurden die unter 3.4 erhaltenen Probenlösungen in geeigneten 
Verdünnungen eingesetzt und die Gehalte an Sac, Frc und Glc nach Anleitung des Herstellers 
unter Verwendung von PMMA-Makroküvetten (Schichtdicke = 1,00 cm) bestimmt. 
3.5.5  Quantifizierung von Di-D-Fructose Dianhydriden 
Wie schon die verschiedenen Zucker Glc, Frc und Sac wurden auch die Di-D-Fructose 
Dianhydride (DFDA) mittels HPAEC-PAD bestimmt. Die Methode entsprach der unter 3.5.4 
beschriebenen Bestimmung. Die Identifizierung und Quantifizierung erfolgte dabei ebenfalls 
anhand des Vergleichs der Retentionszeiten der Standards DFA III (kommerziell erhältlich), 
DFA I, DFA VII und β-D-Fruf-1,2´:2,1´-β-D-Fruf (nach Kapitel 3.6 isoliert und identifiziert), 
sowie nach Standardaddition und Erstellung einer Kalibriergeraden im Bereich von 5 –
 60 mg/l.  
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3.5.6  Quantifizierung verschiedener 1,2-Dicarbonylverbindungen 
Besonderes Augenmerk bei der Bestimmung der entstehenden Dicarbonylverbindungen lag 
während der Arbeit auf den 1,2-Dicarbonylverbindungen, welche nach einer Derivatisierung 
als Chinoxaline mittels HPLC-UV bestimmt wurden (Hellwig et al. 2010b). 
Phosphatpuffer 0,5 M 
Für den Puffer wurden 0,49 g ortho-Phosphorsäure (85 %) in ca. 5 ml bidest. Wasser 
gegeben. Diese wurden anschließend mit NaOH (50 %) auf pH = 7,0 eingestellt und in einem 
Maßkolben auf 10,0 ml aufgefüllt. 
Derivatisierung 
Zur Bestimmung der 1,2-Dicarbonylverbindungen wurden die Probenlösungen mit ortho-
Phenylendiamin (OPD) umgesetzt. Für die Derivatisierung wurden 500 µl der verdünnten und 
filtrierten Probenlösung (etwa 1 %, Filter 0,45 µm) mit 150 µl des Phosphatpuffers (0,5 M) 
versetzt und anschließend 150 µl einer OPD-Lösung (0,2 M = 0,2 %) hinzugegeben. Das 
Gemisch wurde zur Reaktion für 16 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert 
und anschließend bis zur analytischen Erfassung im Tiefkühler (TK) bei -20 °C gelagert. 
Bestimmung per HPLC-UV 
Anlage  Analytische HPLC (Knauer) 
Säule   Prontosil 60-5 Phenyl 5,0 µm; 250 x 4,6 mm 
Eluent A  0,075 % Essigsäure in Reinstwasser 
Eluent B  80 % Methanol / 20 % Eluent A 
Gradient  Fluss   0,70 ml/min 
t [min] Anteil B [%] 
0 10 
25 50 
30 50 
34 70 
50 70 
53 10 
61 10 
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Injektionsvolumen 20 µl 
Säulentemperatur 25 °C 
Detektion  UV bei 312 nm 
Auswertung  EuroChrom für Windows, Version 3.05 P5 
Die Identifizierung und Quantifizierung der Analyten erfolgte nach Vergleich der 
Retentionszeiten, durch Standardaddition, sowie der Erstellung von Kalibriergeraden im 
Bereich von 0,004 – 0,400 mmol/l für die Chinoxaline der 3-Desoxy-D-glucosulose (3-DG), 
der 3-Desoxy-D-galactosulose (3-DGal), der 3-Desoxy-D-pentosulose (3-DPs), des Glyoxals 
(GO), Methylglyoxals (MGO) und Diacetyls (DiAc). 
3.5.7  Bestimmung weiterer Verbindungen 
5-Hydroxymethylfurfural (HMF) 
Die Quantifizierung des HMF erfolgte über die HPLC-UV nach Weigel et al. 2004.  
Anlage  Analytische HPLC (Knauer) 
Säule   Eurosphere C 18 RP (250 x 4,6 mm; Knauer, Berlin) 
Eluent A  Wasser 
Eluent B  Methanol 
   isokratisch (80 % A / 20 % B) 
Fluss   0,70 ml/min 
Injektionsvolumen 20 µl 
Trenndauer  30 min 
Detektion  UV bei 283 nm 
Auswertung  EuroChrom für Windows, Version 3.05 P5 
Die Identifizierung und Quantifizierung der Analyten erfolgte nach Vergleich der 
Retentionszeiten, durch Standardaddition, sowie der Erstellung von Kalibriergeraden im 
Bereich von 0,01 – 2,00 mmol/l. 
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Maltol 
Die Identifizierung und Quantifizierung erfolgte per HPLC-UV mittels einer Polymersäule 
nach Kunder 2004. 
Anlage  Analytische HPLC (Knauer) 
Säule Polymersäule PLRP-S 300 Å; 8 µm (150 x 4,6 mm; Polymer 
Laboratories) 
Eluent A Heptansulfonsäure (5 mM; pH = 2,0; eingestellt mit H2SO4) 
Eluent B  Acetonitril 
Gradient  mit Fluss 1,0 ml/min 
t [min] Anteil B [%] 
0 2 
1 2 
20 35 
25 35 
30 2 
35 2 
Injektionsvolumen 20 µl 
Detektion  UV bei 280 nm 
Auswertung  EuroChrom für Windows, Version 3.05 P5 
Die Identifizierung und Quantifizierung der Analyten erfolgte nach Vergleich der 
Retentionszeiten, durch Standardaddition, sowie der Erstellung von Kalibriergeraden im 
Bereich von 0,010 – 0,100 mmol/l. 
Glykolsäure 
Bei der Bestimmung der Glykolsäure kam eine dünnschichtchromatographische Methode zum 
Einsatz (LC-Praktikum Kosmetische Mittel, TU Dresden). 
Stationäre Phase Cellulose (auf Aluminium; Fertigplatte; Merck Art.-Nr. 1.05552.0001) 
Mobile Phase  Ethanol (96 %) – Ammoniak (26 %) – Wasser (73 : 18 : 9, v/v/v) 
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Auftragsvolumen je 1 µl  
   (die Konzentration der Standards betrug jeweils 0,02 g/10 ml) 
Konditionierung Platte wurde vor dem Lauf für 10 min in der gesättigten 
Doppeltrogkammer konditioniert 
Entwicklung Einfachentwicklung 
Detektionsreagenz 0,04 % Bromkresolgrün in Ethanol (96 %) (mit NaOH bis zur basischen 
Reaktion versetzt) 
Detektion Gleichmäßiges Besprühen der Platte und Entwicklung bei etwa 100 °C 
im Trockenschrank bis zur Entwicklung deutlich sichtbarer Spots (etwa 
10 min) 
Die Auswertung der Banden erfolgte mit Hilfe des Indikators über eine Säure-Base-
Beziehung, wobei der Indikator im Basischen eine blaue und im Sauren eine charakteristisch 
gelbe Farbe aufwiesen. 
3.5.8  Untersuchungen zur Stabilität der Di-D-Fructose Dianhydride 
In nachfolgenden Untersuchungen sollte der Einfluss der Di-D-Fructose Dianhydride auf die 
Mikroorganismen der Darmmikrobiota untersucht werden. Hierzu musste zunächst überprüft 
werden, ob die Verbindungen den Bedingungen der menschlichen Verdauung standhalten und 
im Dickdarm ankommen würden. Dazu sollte die Stabilität der Verbindungen unter 
physiologischen Bedingungen bestimmt werden. Die Untersuchungen erfolgten mit DFA III 
(α-D-Fructofuranosyl-1,2´:2,3´-β-D-fructofuranose) als Standard. 
Die Lösungen zur Simulation der Bedingungen in Magen und Darm wurden in Anlehnung an 
die DIN-Methode 19738:2004 hergestellt.  
Da an dieser Stelle kein Verdau, sondern die Stabilität der Verbindungen gegenüber pH-Wert 
und Salzgehalt untersucht werden sollte, wurden keine Enzyme zugegeben. Die 
Zusammensetzung der verwendeten Lösungen ist in Tabelle 3-11 aufgeführt. Für den Versuch 
wurden in je 4 Rollrandschnappdeckelgläschen 5,0 mg DFA III eingewogen und entweder mit 
5,0 ml der Magenlösung bzw. der Darmlösung (jeweils 2 Stück) versetzt. Jeweils ein 
Gläschen wurde direkt nach dem Mischen bei -20 °C gelagert, die anderen beiden bei für 24 
Stunden bei 37 °C inkubiert und dann bis zur Messung im TK bei -20 °C gelagert. Der Gehalt 
an DFA III wurde in den erhaltenen Proben mit den unter 3.5.4 bzw. 3.5.5 dargestellten 
Methoden per HPAEC-PAD bestimmt. 
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Tabelle 3-11 Zusammensetzung der Modelllösungen für Magen und Darm (V = 100 ml) 
Magen Darm 
Natriumchlorid 290 mg Kaliumchlorid 30 mg 
Kaliumchlorid 70 mg Calciumchlorid · 2 H2O 50 mg 
Kaliumdihydrogenphosphat  27 mg Magnesiumchlorid · 6 H2O 20 mg 
  Natriumhydrogencarbonat 100 mg 
  Harnstoff 30 mg 
  Galle 900 mg 
mit 1 M Salzsäure auf pH 2 einstellen pH = 7,5 
 
3.6  Isolierung und Identifizierung von Abbauprodukten 
Die Auswertung der DC-Platten, welche nach der in Kapitel 3.5.1 aufgeführten Methode 
erhalten wurden, ergaben verschiedene bis dahin nicht zu identifizierende Verbindungen. Da 
ein Teil der erkennbaren Spots ähnliche Rf-Werte aufwiesen wie das kommerziell erhältliche 
DFA III, wurde vermutet, dass es sich um strukturell ähnliche Verbindungen handelt. Zur 
genaueren Identifizierung sollten diese Verbindungen isoliert werden. 
3.6.1  Erhitzung der Inulinproben 
Für die Isolierung und Identifizierung wurden verschiedene Inuline wie unter Kapitel 3.4 
offen in einem Temperaturbereich von 160 °C bis 220 °C erhitzt, dann in Wasser gelöst und 
die erhaltenen Karamelle wie in Kapitel 3.5.1 per DC auf die entstandenen Kohlenhydrate 
untersucht. Für die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen sollte ein entsprechendes 
Karamell ausgewählt werden, welches einen möglichst hohen Gehalt an DFA III (als 
Vertreter der DFDA) aufweist und vergleichsweise geringe Mengen an Frc, Glc und Sac. Für 
die weiteren Versuche wurde 1 g des ausgewählten Inulins (Raftiline HP) für 30 min bei 
190 °C erhitzt und in 10,0 ml Reinstwasser aufgenommen. 
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3.6.2  Anreicherung potentieller DFDA mittels Flash-Chromatographie 
Als Grundlage für die Entwicklung der Methode zur Anreicherung potentieller DFDA im 
Inulinkaramell diente eine zuvor entwickelte und optimierte DC-Methode zur Trennung der 
Kohlenhydrate auf Cellulosebasis (Kasprick 2008). 
Die Apparatur zur Flash-Chromatographie bestand aus einer Chromatographie-Säule 
(450 x 30 mm, mit Berstschutz) mit einem aufgesetzten Lösungsmittelreservoir (V = 1,0 l). 
Mittels eines Dreiwegehahns über dem Kolben konnte Druck an die Säule angelegt werden, 
um die Elutionsgeschwindigkeit zu variieren. 
Vor dem Befüllen der Säule wurde etwas silanisierte Glasfaserwolle mit Fließmittel getränkt 
und mit einem Glasstab die Säule so verschlossen, dass das Füllmaterial nicht aus der Säule 
entweichen konnte. Zum Befüllen der Säule wurden etwa 90 g Cellulose (mikrokristallin) mit 
250 ml Fließmittel aufgeschlämmt und luftblasenfrei in die Säule gefüllt. Zum Verdichten des 
Materials wurde ein Druck von etwa 0,4 bar angelegt. 
Säulendimension  450 x 30 mm 
Stationäre Phase  Cellulose (mikrokristallin) 
Füllhöhe/Säulenvolumen 350 mm / ~ 250 ml 
Mobile Phase   Ethylacetat – Ethanol (96 %) – Eisessig – Wasser 
(3 : 2 : 2 : 2, v/v/v/v) 
Zur Anreicherung wurden 5,0 ml des ausgewählten Karamells (c = 1 g/10 ml) vorsichtig auf 
das Cellulose-Trennbett aufgegeben und nach dem Einsinken in die Cellulose mit dem 
Elutionsmittel überschichtet. Mit der Probenaufgabe begann auch die Fraktionssammlung, 
wobei 100 Fraktionen a 5,0 ml gesammelt wurden. 
Die erhaltenen Fraktionen wurden per DC auf die enthaltenen Kohlenhydrate geprüft (Kapitel 
3.5.1) und für die weitere Bearbeitung die Fraktionen zusammengefasst, welche einen 
möglichst hohen Gehalt an unbekannten Substanzen (potentiellen DFDA) und einen 
möglichst geringen Gehalt an Glc, Sac und besonders an Frc aufwiesen. 
Vor der weiteren Bearbeitung wurde aus den zusammengefassten Fraktionen das 
Lösungsmittel am Vakuumrotationsverdampfer entfernt. Zur vollständigen Abtrennung der 
im Fließmittel enthaltenen Essigsäure wurde der Rückstand dreimal mit jeweils etwa 50 ml 
Reinstwasser gewaschen und getrocknet. 
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3.6.3  Isolierung potentieller DFDA mittels semipräparativer HPLC-RI 
Die getrockneten Flash-Fraktionen wurden für die weitere Isolierung in 5,0 ml Reinstwasser 
gelöst. Als Probe für die Trennung per semipräparativer HPLC-RI wurden 50 µl dieser 
Lösung mit 100 µl Reinstwasser und 850 µl Acetonitril auf 1,0 ml verdünnt und dann nach 
einer Membranfiltration (Porengröße 0,45 µm) auf folgendes optimiertes Chromatographie-
system aufgetragen. 
Anlage  Semipräparative HPLC (Knauer) 
Säule   Eurospher Kieselgel 100-5 Säule, NH2 modifiziert, (250 x 8 mm) 
Eluent   Acetonitril - Wasser (isokratisch) 
   (85 : 15, v/v) 
Fluss   4,0 ml/min 
Injektor  Injektionseinheit 6-Wegeventil (Knauer) mit 1,0 ml Injektionsschleife 
Säulentemperatur 30 °C 
Detektion  Differential Refraktometer RI-71 (Merck) 
Entsprechend der auftretenden Peaks wurden 5 Fraktionen gesammelt, vereinigt und nach 
Entfernung des Lösungsmittels charakterisiert. 
3.6.4  Charakterisierung der isolierten Verbindungen 
Massenspektrometrie 
Die Bestimmung der Molmassen wurde am Institut für Lebensmittelchemie von Herrn Dr. 
Uwe Schwarzenbolz an einem ESI-TOF-MS-Gerät durchgeführt. Für die Messungen wurden 
Lösungen der Fraktionen (Kapitel 3.6.3) mit einer Konzentration von etwa 100 mg/l 
hergestellt, wobei Acetonitril – Wasser (1 – 1, v/v) mit einem Anteil von 0,5 % 
Dichlormethan (Ionisierungshilfe) als Lösungsmittel verwendet wurde. 
Anlage  ESI-TOF-MS Mariner, PerSeptive Biosystems 
Injektion  direkt, Spritzenport mit Spritzenpumpe (ca. 5 – 10 µl/min) 
Ionisation  ESI-Interface 
Spraytip potential 2769,68 V 
Nozzle Potential 120,12 V 
Deflection voltage  -0,39 
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Detector voltage 2499,90 
Detektor  negativer Modus 
Aufnahmebereich m/z = 100 – 900 
Auswertung  Biospectrometry Data Explorer 
Die Kalibrierung des Messsystems erfolgte mit Glucose, Fructose und Saccharose im 
Konzentrationsbereich von etwa 150 – 200 mg/l. 
NMR 
Die NMR-Untersuchungen wurden bei der Professur für Organische Chemie der TU Dresden 
von Frau Dr. Margit Gruner und Frau Anett Rudolph an einem DRX 500 Spektrometer 
(Bruker) mit 500 MHz für die 1H-Messungen und 125 MHz für die 13C-Messungen 
durchgeführt. 
Für die Messungen wurden etwa 10 - 20 mg der jeweiligen Substanzen (Tabelle 3-12) in 
750 µl D2O gelöst und in ein NMR-Röhrchen (Norell, 178 mm Länge) überführt. 
Die Kalibrierung erfolgte für die 13C-NMR extern mit Tetramethylsilan (0,00 ppm) und für 
die 1H-NMR intern über das HDO-Signal (4,70 ppm). 
Tabelle 3-12 Einwaagen der einzelnen Fraktionen für die NMR-Messungen 
Fraktion I II III IV V 
Einwaage [mg] 21,8 20,1 20,1 9,5 25,1 
3.7  Bestimmung der antioxidativen Kapazität 
Im Zuge dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Testsysteme jeweils beruhend auf den 
unterschiedlichen Mechanismen verwendet. 
3.7.1  TEAC III 
Beim TEAC-Test (Trolox equivalent antioxidative capacity) wurden die Radikalfänger-
eigenschaften der zu untersuchenden Substanzen bestimmt. Dazu erfolgte eine Betrachtung 
der Reaktion der Untersuchungssubstanzen mit dem stabilen Radikal ABTS 
[2,2‘-Azino-bis(3-ethylbenzo-thiazolin-6-sulfonat)]. In der vorliegenden Arbeit wurde der 
TEAC III Test nach Re et al. 1999 verwendet. 
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Lösungen 
PBS-Puffer (5 mM, pH = 7,4) 
9,0 g NaCl, 1,62 g Na2HPO4 ·  H2O und 0,37 g KH2PO4 wurden in 100 ml Reinstwasser gelöst 
und auf den pH-Wert von 7,4 eingestellt. 
ABTS-Stammlösung (7 mM) 
38,4 mg ABTS wurden in 10,0 ml Reinstwasser gelöst. 
ABTS-Radikallösung (ABTS•-Lösung) 
Zu der (farblosen) ABTS-Stammlösung wurden 6,62 mg Kaliumpersulfat (K2S2O8) gegeben, 
um so eine Endkonzentration von 2,45 mM K2S2O8 in der Lösung zu erhalten. Zur Bildung 
des Radikals blieb die Lösung für etwa 12 – 16 h im Dunkeln bei Raumtemperatur stehen. 
Das entstandene blaugrüne Radikal war für etwa 2 Tage in der Lösung stabil. Zur Herstellung 
der Messlösung wurde die Radikallösung mit PBS-Puffer bis zu einer Extinktion von E = 0,70 
bei einer Wellenlänge von λ = 734 nm verdünnt.  
Messung 
Zur Bestimmung der AC wurden die Lösungen wie folgt bei 30 °C Messtemperatur 
behandelt: 
1,0 ml ABTS•-Lösung wurden mit 10 µl der unter 3.4 hergestellten Probelösung (zentrifugiert 
bei 3000 rpm für 5 min) bzw. Standardlösung (Trolox) bzw. Reinstwasser (Nullwert) versetzt, 
gemischt und die Extinktion bei 734 nm nach 1 min und nach 6 min bestimmt. 
Die Kalibrierung erfolgte mit einer Troloxlösung, für die 3,2 mg Trolox in 1,0 ml Ethanol 
(96 %) gelöst wurden und aus der nach einer 1:10 Verdünnung eine Kalibrierreihe im Bereich 
10 – 130 µmol/l erstellt wurde. 
Mit fortschreitender Zeit kommt es zur Abreaktion des Radikals und damit zur Entfärbung der 
Messlösung. Um dies während der Messungen auszugleichen, sollte in jeder Messreihe ein 
Nullwert mit Reinstwasser mitgeführt werden. 
3.7.2 FRAP 
Bei der Bestimmung der AC mittels des FRAP-Tests (Ferric reducing ability of plasma) 
wurden die reduzierenden Eigenschaften der Proben bestimmt. Die verwendete Methode 
entwickelte Benzie und Strain 1996.  
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Lösungen 
Acetatpuffer (0,3 M, pH = 3,0) 
0,31 g Natriumacetat wurden mit 1,6 ml Eisessig in 100 ml Reinstwasser gelöst und auf 
pH = 3,0 eingestellt. 
FeCl3-Lösung 
54,1 mg FeCl3 ·  6 H2O wurden in 10,0 ml Reinstwasser gelöst (maximale Haltbarkeit der 
Lösung: 1 Tag). 
TPTZ-Lösung 
31,2 mg TPTZ (2,4,6-Tri(2pyridyl)-1,3,5-triazin) wurden in 10,0 ml HCl (0,04 M) gelöst 
(maximale Haltbarkeit der Lösung: 1 Tag). 
FRAP-Arbeitslösung 
Zu 10,0 ml des Acetat-Puffers wurden 1,0 ml der TPTZ-Lösung und 1,0 ml der FeCl3-Lösung 
gegeben, gemischt und zur Messung verwendet (Reihenfolge der Lösungszugabe beachten, 
maximale Haltbarkeit der Lösung: 1 Tag). 
Messung 
Für die Messung wurden zu 900 µl der FRAP-Arbeitslösung 30 µl der unter 3.4 hergestellten 
Probe (zentrifugiert bei 3000 rpm für 5 min) bzw. Standardlösung (FeSO4- bzw. Trolox-
Lösung) bzw. Wasser (Nullwert) und 90 µl Reinstwasser gegeben. Der Ansatz wurde 
gemischt und die Extinktion der Lösung nach 4 min und nach 8 min bei einer Wellenlänge 
von λ = 593 nm bestimmt. 
Die Kalibrierung erfolgte mit einer FeSO4- bzw. einer Trolox-Lösung. Für die Kalibrierung 
der Fe-Äquivalente mit FeSO4 wurde eine Stammlösung mit 12,3 mg FeSO4 ·  7 H2O in 
10,0 ml Reinstwasser verwendet, für die der Trolox-Äquivalente eine Stammlösung mit 
5,7 mg Trolox in 10,0 ml Ethanol (96%), die dann entsprechend verdünnt wurden. Die 
Kalibrierreihen wurden für die Kalibrierung mit FeSO4 im Konzentrationsbereich von 
80 - 450 µmol/l erstellt. Die die Kalibrierung mit Trolox erfolgte im Konzentrationsbereich 
von 50 - 700 µmol/l. 
3.8 Charakterisierung mikrobiologischer Eigenschaften 
In der Arbeit wurden ausgewählte Mikroorganismen der Deutschen Stammsammlung für 
Mikroorganismen und Zellen in Braunschweig (DSMZ, Tabelle 3-8) verwendet. Vorversuche 
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geschahen an der Professur für Biochemie der TU Dresden. Umfassende Untersuchungen und 
Versuche wurden an der Professur für Angewandte Mikrobiologie der TU Dresden unter 
Anleitung von Frau Professor Isolde Röske und Frau Carina Gasch durchgeführt.  
Alle sterilen Arbeiten wurden an einem Laminar Flow (Sicherheitswerkbank Klasse 2) 
durchgeführt. Die verwendeten Instrumente und hitzestabilen Lösungen wurden vor 
Gebrauch, sowie danach zur Entsorgung dampfsterilisiert (121 °C mit 20 min Haltezeit). 
3.8.1  Nährmedien und Puffer 
PBS-Puffer 
Tabelle 3-13 Zusammensetzung des PBS-Puffer (pH = 7,4) 
Reagenz Konzentration [mM] Reagenz Konzentration [mM] 
NaCl 137,0 KCl 2,7 
Na2HPO4 10,0 KH2PO4 1,76 
 
Zusammensetzung der verwendeten Medien 
Tabelle 3-14 Minimalmedium ohne Kohlenstoffquelle (Trabs 2007)  
Reagenz Konzentration [g/l] Reagenz Konzentration [g/l] 
Natriumacetat 6,0 L-Lysin 0,1 
KH2PO4 3,0 L-Methionin 0,1 
K2HPO4 3,0 L-Phenylalanin 0,1 
MgSO4 · 7 H2O 0,2 L-Prolin 0,1 
Tween 80 1,0 L-Serin 0,1 
L-Alanin 0,1 L-Threonin 0,1 
L-Arginin 0,1 L-Tryptophan 0,1 
L-Asparagin 0,2 L-Tyrosin 0,1 
L-Asparaginsäure 0,2 L-Valin 0,1 
L-Cystein 0,2 Calciumpantothenat 1,0 mg/l 
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Reagenz Konzentration [g/l] Reagenz Konzentration [g/l] 
L-Glutaminsäure 0,2 Nicotinsäure 1,0 mg/l 
L-Glycin 0,1 Pyridoxal HCl 2,0 mg/l 
L-Histidin 0,1 Riboflavin 1,0 mg/l 
L-Isoleucin 0,1 Uracil 10,0 mg/l 
L-Leucin 0,1   
Der pH-Wert des Mediums wurde auf 6,2 ± 0,2 eingestellt und das Medium zur Sterilisation 
membranfiltriert (0,2 µm). Der Anteil der Kohlenstoffquelle, der vor den jeweiligen 
Bestimmungen steril zugesetzt wurde, betrug 1,0 %. 
 
Tabelle 3-15 Basismedium nach Olano-Martin ohne Kohlenstoffquelle (Olano-Martin et al. 2002)  
Reagenz Konzentration [g/l] Reagenz Konzentration [g/l] 
Peptonwasser 2,0 NaHCO3 2,0 
Hefeextrakt 2,0 Cystein-HCl 0,5 
NaCl 0,1 Gallensalze 0,5 
KH2PO4 0,04 Tween 80 2,0 ml/l 
K2HPO4 0,04 Vitamin K3-Lösung1 0,2 ml/l 
MgSO4 ·  7 H2O 0,01 Haemin-Lösung2 1,0 ml 
CaCl2 ·  2 H2O 0,01   
Der pH-Wert des Mediums wurde auf 6,8 ± 0,2 eingestellt. Die Lösungen des Vitamin K3 und 
des Haemin wurden erst nach dem Autoklavieren steril zugegeben (Membranfilter 0,22 µm). 
 
 
 
                                                 
1
 Vitamin K3-Lösung: 50 mg Vitamin K3 in 10,0 ml EtOH (96 %) 
2
 Haemin-Lösung: 50 mg Haemin in 1,0 ml NaOH (1 M) lösen und mit Wasser auf 10,0 ml auffüllen 
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Tabelle 3-16 Zusammensetzung des CASO-Mediums (Vollmedium) 
Reagenz Konzentration [g/l] 
Pepton aus Casein (Pankreashydrolysat) 17,0 
Pepton aus Soja (Papainhydrolysat) 3,0 
NaCl 5,0 
K2HPO4 2,5 
Der pH-Wert des Mediums wurde auf 7,3 ± 0,2 eingestellt. Zur Anzucht der 
Mikroorganismen wurde das Medium als kommerzielle Fertigmischung mit einem 
Glucoseanteil von 2,5 g/l verwendet. 
Kohlenstoffquellen 
Um den Einfluss der verschiedenen Inuline auf das Wachstum der Mikroorganismen zu 
untersuchen, wurden diese den verschiedenen Medien vor der Anzucht steril zugesetzt. Die 
Auswahl erfolgte dabei anhand der vorgenommenen analytischen Charakterisierung der 
erhitzten Inuline. Zusätzlich wurden jeweils die nicht erhitzten Formen der Inuline verwendet, 
DFA III als Vertreter der DFDA und als Vergleichssubstanzen Fructose (als Baustein von 
Inulin) und Lactulose (bekanntes Präbiotikum). Die Kohlenstoffquellen wurden den 
jeweiligen Medien so zugesetzt, dass sie eine Endkonzentration von einem Prozent im 
Medium erreichten. 
3.8.2  Kultivierung der Mikroorganismen 
Die Mikroorganismen wurden in getrockneter Form als in Glasampullen eingeschmolzene 
Pellets von der DSMZ geliefert und nach Vorschrift im CASO-Vollmedium (kommerziell, 
mit Glucose) angezüchtet. 
Herstellung von Kryokulturen 
Zur längeren störungsfreien Aufbewahrung der Kulturen wurden Kryokulturen nach 
folgenden Verfahren hergestellt. 
Microbank 
Bei Microbank handelte es sich um spezielle Gefäße mit einem Medium und 
Keramikkügelchen. Diese erhielten durch eine Säurebehandlung eine poröse Oberfläche, an 
die die Mikroorganismen adsorbieren konnten. 
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Unter sterilen Bedingungen wurden 100 µl der Flüssigkultur in das Gefäß auf die Kügelchen 
gebracht und nach dem Verschließen vorsichtig geschüttelt. Nach 30 min wurde das 
überstehende Medium mit einer sterilen Pipette abgehoben und das geschlossene Gefäß bei 
-80 °C aufbewahrt. 
Zur weiteren Kultivierung wurde ein Kügelchen aus dem Gefäß mit einer sterilen Impföse 
entnommen, in das Medium gegeben und unter definierten Bedingungen bebrütet. 
Glycerinkulturen 
Unter Verwendung von Glycerin war es ebenfalls möglich Kryokulturen herzustellen 
(Maniatis et al. 1982). Dabei wurden 750 µl Glycerin (mit PBS-Puffer auf 87 % verdünnt, 
steril) in speziellen Kryotubes (TPP, Trasadingen) mit 250 µl des im Medium angezüchteten 
Mikroorganismen gemischt und dann bei -80 °C gelagert. Zur weiteren Kultivierung wurde 
die aufgetaute Mischung in das entsprechende Medium gegeben. 
Vorkulturen 
Um ein gleichmäßiges Wachstum der Mikroorganismen auf den ausgesuchten 
Kohlenstoffquellen zu gewährleisten, sollten sich die Mikroorganismen vor dem Beimpfen 
der ausgewählten Medien in ihrer exponentiellen Wachstumsphase befinden. Dazu wurden 
die Mikroorganismen aus den Kryokulturen in 25 ml CASO-Medium bei 37 °C anaerob für 
etwa 24 Stunden angezüchtet. 
Kultivierung 
Die Kultivierung der Mikroorganismen erfolgte in sterilen Erlenmeyerkolben (V = 50 ml), die 
jeweils mit einem sterilem Wattestopfen verschlossen wurden. Die Kolben beinhalteten 30 ml 
des jeweiligen Mediums mit 1 % der Kohlenstoffquelle, sowie je 50 µl der entsprechenden 
Vorkultur (angezüchtet im CASO-Medium, mit OD600 etwa 0,5; siehe 3.8.3) und wurden zur 
Bebrütung bei 37 °C auf einem Horizontalschüttler unter anaeroben Bedingungen aufbewahrt. 
Die anaeroben Bedingungen wurden in einem Anaerobiertopf mittels Anaerocult A (Merck) 
erzeugt. Nach jedem Öffnen des Topfes zur Probenentnahme wurde ein neuer Beutel zur 
erneuten Generierung der anaeroben Bedingungen verwendet.  
3.8.3  Charakterisierung des Bakterienwachstums 
Das Wachstum der verschiedenen Mikroorganismen wurde über Wachstumskurven 
charakterisiert. Um diese zu erstellen, wurden verschiedene Methoden verwendet. Die 
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verwendeten Verfahren lieferten unterschiedliche Informationen, die in Zusammenhang 
gestellt werden sollten.  
Optische Dichte 
Die Optische Dichte (OD600) bot die Möglichkeit indirekt die Zellmasse zu bestimmen. Zur 
Messung wurde die Extinktion von 1,0 ml Zellsuspension in einer Küvette (PMMA, 1,00 cm, 
1,5 ml) bei einer Wellenlänge von 600 nm bestimmt. Die Beurteilung des Wachstums der 
Mikroorganismen erfolgte durch den Vergleich der OD des Mediums ohne die 
Mikroorganismen bzw. direkt nach Zugabe der Mikroorganismen zum verwendeten Medium. 
Die Messungen erfolgten jeweils im Abstand von etwa 24 Stunden. 
Bestimmung des Proteingehaltes 
Um einen Zusammenhang zwischen der OD600 und der Zellmenge herzustellen, wurde in 
ersten Versuchen der Proteingehalt der Zellsuspensionen bestimmt. Dazu wurde die Methode 
nach Bradford verwendet. Bei dieser Methode wurde die Zunahme der Extinktion bei einer 
Wellenlänge von 595 nm nach der Komplexbildung des Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau 
G-250 mit den in der Suspension enthaltenen Proteinen bestimmt. 
Bradford-Reagenz 
20 mg des Coomassie-Brilliant-Blau G-250 wurden in 25,0 ml Ethanol (96 %) gelöst, mit 
50,0 ml ortho-Phosphorsäure (85 %) versetzt und mit Wasser auf 500 ml aufgefüllt 
(Haltbarkeit der Lösung nach Filtration im Kühlschrank: etwa 3 Monate). 
Kalibrierung 
Die Kalibrierung der Methode erfolgte über eine Lysozymlösung im Bereich von 
0,005 - 0,500 mg/l.  
Messung 
Für die Bestimmung in den Bakteriensuspensionen wurden diese erst zur Abtrennung der im 
Medium enthaltenen Aminosäuren und Proteine zentrifugiert (für 5 min bei 5000 U/min). 
Dazu wurden 0,5 ml der Bakteriensuspension eingesetzt, das nach der Zentrifugation 
erhaltenen Pellet in 250 µl PBS-Puffer wieder aufgeschlemmt und zur Untersuchung 
eingesetzt. 
Für die Proteinbestimmung wurden 100 µl der zentrifugierten und wieder suspendierten Probe 
bzw. des Standards mit 1,00 ml Bradford-Reagenz versetzt, gut durchmischt und nach 2 min 
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Reaktionszeit gegen eine Referenz aus 100 µl Wasser und 1,00 ml Bradford-Reagenz bei 
595 nm photometrisch vermessen. 
Fixierung von Zellen 
Aufgrund des Zellwandaufbaus wurden gram-positive und gram-negative Bakterien 
unterschiedlich fixiert3.  
Die Fixierung gram-negativer Mikroorganismen (Bacteroides vulgatus) erfolgte mit 
Paraformaldehyd (3,7 %). Dabei wurden 0,5 ml der Bakteriensuspension in einem Tube mit 
15 ml steriler Paraformaldehydlösung (3,7 %) versetzt, 4 Stunden bei 4 °C im Dunkeln 
inkubiert, anschließend für 10 min bei 13000 g bei 20 °C zentrifugiert und der Überstand 
entfernt. Das Pellet wurde einmal mit 2,0 ml PBS-Puffer gewaschen und dazu nach dem 
Aufschlemmen des Pellets erneut zentrifugiert (10 min, 13000 g, 20 °C). Nach Entfernen des 
Überstands wurde das Pellet in 1,0 ml PBS-Puffer resuspendiert, mit 1,0 ml Ethanol (EtOH, 
96 %, eisgekühlt) vermischt und die fixierten Mikroorganismen bis zur weiteren Verwendung 
bei -20 °C gelagert. 
Die Fixierung gram-positiver Mikroorganismen (Bifidobacterium adolscentis, Lactobacillus 
plantarum, Clostridium lituseburense) erfolgte mit EtOH (96 %). Dazu wurden 1,0 ml der 
Bakteriensuspension mit 1,0 ml EtOH (96 %) gemischt und bei -20 °C bis zur weiteren 
Verwendung gelagert.  
Bestimmung der Gesamtzellzahl 
Die Erfassung der Gesamtzellzahl erfolgte an dieser Stelle mit Hilfe von Membranfiltern 
(Polycarbonat, schwarz, 0,20 µm, Ø 25 mm). Dazu wurde die fixierte Zellsuspension mit 
PBS-Puffer 1:1 verdünnt und 1,0 ml der verdünnten Probe mit 15 µl einer DAPI-Lösung4 
(10 µg/ml) versetzt. Die Lösung wurde für 30 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert und 
anschließend für 15 s auf Eis mit einer Ultraschallsonde (50 % Leistung) behandelt. Nach der 
erneuten Zugabe von 1,0 ml PBS-Puffer wurde die Suspension über den Polycarbonatfilter 
gesaugt. Der Filter wurde in Citifluor eingebettet, welches ein schnelles Ausbleichen der 
Fluorochrome verhindern sollte, und anschließend mikroskopisch ausgezählt. Es sollten 
mindestens 10 Zählfelder ausgezählt werden, die für eine statistische Absicherung 50 – 200 
                                                 
3
 Unter der Fixierung der Zellen versteht man die Konservierung von Form und Aufbau der Zellen für eine 
spätere Betrachtung bzw. Zählung. 
4
 Bei DAPI (4´,6-Diamidino-2-phenylindol) handelt es sich um einen DNA-bindenden Farbstoff (Fluorochrom), 
welcher besonders an AT (Adenin-Thymin)-reiche Bereiche der doppelsträngigen DNA bindet. 
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Zellen pro Zählfeld enthalten sollten. Zur Berechnung der Gesamtzellzahl (GZZ pro ml) 
wurde folgende Formel verwendet: 
GZZ = ZZ ·VF ·  VZ ·  VM ·  50 
Formel 3-2 Berechnung der GZZ 
  ZZ - Zellzahl 
  VF - Verdünnung bei der Fixierung 
  VZ - Verdünnung beim Zählen 
VM - Mikroskopfaktor (definiert sich aus der Fläche des Filters 
dividiert durch die im Mikroskop sichtbare Fläche) 
  [314 159 265,36 µm2/ 2500 µm2] 
  50 - Faktor zur Umrechnung von 20 µl auf 1,0 ml 
Erstellen von Wachstumskurven 
Um das Wachstum der Mikroorganismen in den jeweiligen Medien und mit den verwendeten 
Kohlenstoffquellen über die Bebrütungszeit zu beurteilen, wurden zu Beginn der Kultivierung 
und in bestimmten Zeitabständen die Optische Dichte bei 600 nm bestimmt und Proben 
entnommen und fixiert, um daraus die Zellzahl bzw. die Anteile der jeweiligen 
Mikroorganismen in der Probe zu bestimmen.  
Aus den erhaltenen Daten konnten Wachstumskurven über die Zeit erstellt werden. Prinzipiell 
ließ sich das Wachstum von Mikroorganismen in 4 Phasen gliedern: die lag-Phase, in der sich 
die Mikroorganismen an das Medium anpassten und kein bzw. nur ein geringes Wachstum zu 
verzeichnen war; die log-Phase, bei der ein starkes exponentielles Wachstum der 
Mikroorganismen zu beobachten war; die stationäre Phase, in der sich das System bezüglich 
der zur Verfügung stehenden Nährstoffe und auch des Raumes an seine Grenzen annäherte 
und die Absterbephase, bei der es durch den Nährstoffmangel und die Anreicherung von 
Stoffwechselendprodukten zur Verringerung der Mikroorganismen-Zahl kam (Brock et al. 
1994). 
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Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) 
Die FISH wurden mittels der modifizierten Methode nach Eschenhagen 2004 durchgeführt. 
Lösungen 
Hybridisierungspuffer 
Um für die verwendeten Mikroorganismen die optimalen Versuchsbedingungen zu 
bestimmen, wurden zu Beginn Versuche mit 2 verschiedenen Formamid-Konzentrationen5 
durchgeführt. Einmal wurden 0 % und einmal 20 % Formamid im Hybridisierungspuffer 
verwendet.  
Tabelle 3-17 Volumenangaben zur Herstellung von 2,00 ml Hybridisierungs-Puffer 
Formamid 
[%] 
NaCl 
[5 M] 
TRIS-HCl 
[1 M], pH 8,0 
Formamid H2Osteril SDS  
[10 %] 
0 360 µl 40 µl - 1600 µl 2 µl 
20 360 µl 40 µl 400 µl 1200 µl 2 µl 
Waschpuffer 
Um eine vergleichbare Ionenstärke im Waschpuffer einzustellen, variierte nach verwendeter 
Formamid-Konzentration die Konzentration an NaCl. 
Tabelle 3-18 Volumenangaben zur Herstellung von 50 ml Wasch-Puffer 
Formamid 
[%] 
NaCl 
[5 M] 
TRIS-HCl 
[1 M], pH 8,0 
H2Osteril SDS 
[10 %] 
0 9000 µl 1000 µl ad. 50 ml 50 µl 
20 2250 µl 1000 µl ad. 50 ml 50 µl 
(Haltbarkeit der Puffer: maximal einen Tag) 
Oligonukleotidsonden 
Die verwendeten Oligonukleotidsonden (Fluoreszenzmarkierung am 5´-Ende) wurden mittels 
Literaturangaben und des Suchalgorhytmus BLAST (Basic local aligment search tool) nach 
ihrer Spezifität gegenüber den eingesetzten Mikroorganismen ausgewählt (Tabelle 3-9). Nach 
                                                 
5
 Formamid dient zur Senkung der Aufschmelzungstemperatur der DNA 
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Herstellerangabe erfolgte die Zugabe von sterilem und DNase/RNase-freiem Reinstwasser, 
wobei die Endkonzentration bei 100 pmol/µl lag. Die hergestellten Lösungen wurden 
gemischt und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. Zur FISH wurden die Sonden weiter 
zu einer Konzentration von 50 ng/µl mit dem oben angegebenen Wasser verdünnt und bis zur 
Verwendung bei -20 °C gelagert. 
FISH 
Für die FISH wurden aus den Zellsuspensionen Proben entnommen und wie oben beschrieben 
fixiert. Im Anschluss erfolgte eine Immobilisierung der Zellen, d.h. sie wurden auf den 
teflonbeschichteten Objektträger gegeben und getrocknet. Dazu wurden die fixierten Zellen 
1:1 mit sterilem und eisgekühltem PBS-Puffer verdünnt und zum Zellaufschluss 15 s auf Eis 
mit einer Ultraschallsonde (50 % Leistung) behandelt. 20 µl dieser Proben (bei geringeren 
Zellzahlen größere Volumina) wurden dann auf den Objektträger in eine der Vertiefungen 
(Ø 6 mm) gegeben und bei 46 °C im Trockenschrank getrocknet. Nachdem die Zellen auf 
dem Objektträger getrocknet waren, erfolgte eine Dehyrdatisierung. Dazu wurden die 
Objektträger jeweils 3 min in ein Bad aus 50 % EtOH gestellt. Nach einer Zwischentrocknung 
von ebenfalls 3 min wurden die Objektträger für weitere 3 min in ein Bad aus 80 % EtOH und 
nach einer erneuten dreiminütigen Zwischentrocknung für 3 min in ein Bad aus 96 % EtOH 
gestellt. Nach der vollständigen Trocknung erfolgte die Hybridisierung.  
Für die Hybridisierung wurden auf den Objektträger mit den getrockneten und 
dehydratisierten Proben 1 µl der Oligonukleotidsondenlösung und 9 µl des Hybridisierungs-
puffers (Tabelle 3-17) gegeben und vorsichtig mit der Pipettenspitze gemischt. Die 
Objektträger wurden zur Hybridisierung für 15 Stunden in einem mit feuchtem Zellstoff 
ausgekleideten Greiner-Röhrchen (50 ml, PP, steril, geschlossen) bei 46 °C im 
Hybridisierungsofen gelagert. Im Anschluss wurde der Objektträger mit einigen Millilitern 
des Waschpuffers (Tabelle 3-18, auf 48 °C erwärmt) abgespült und dann sofort in einem 
Greiner-Röhrchen (50 ml, PP, steril) mit dem restlichen Waschpuffer für 15 min im Dunkeln 
bei 48 °C inkubiert. Danach wurden die Objektträger vorsichtig mit Wasser abgespült und im 
Dunkeln bei Raumtemperatur getrocknet. 
Nach der Trocknung der Objektträger wurden die Proben für die Auswertung mit DAPI 
angefärbt. Dazu wurden 20 µl einer Farbstofflösung (10 µg/ml) auf die Wells auf dem 
Objektträger gegeben, für 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert und die 
überstehende Lösung vorsichtig mit Wasser abgewaschen.  
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Die Auswertung erfolgte am Epifluoreszenzmikroskop (Axioskop, Carl Zeiss) bei 
1000-facher Vergrößerung (Plan-Apochromat 100, Okular 10, Ölimmersion 1,4), wobei die in 
Tabelle 3-19 aufgeführten Filterkombinationen verwendet wurden. Um das Ausbleichen der 
Signale zu verlangsamen, wurden die Objektträger vor der Auswertung in Citifluor 
eingebettet und dann unter dem Mikroskop betrachtet. Es erfolgte die parallele Auszählung 
der Sonden- und der DAPI-Signale. Mittels des Zählgitters im Okular wurden die gefärbten 
Zellen nach Anregung mit dem entsprechenden Licht quantifiziert. Pro Probe wurden 
10 Zählfelder ausgewertet, die für eine optimale Auswertung eine Gesamtzellzahl zwischen 
50 und 200 ergeben sollten. Als Ergebnis wurden die Anteile der jeweiligen Signale an der 
Zahl der Gesamtsignale (GZZ) angegeben. 
 
Tabelle 3-19 Filter für die mikroskop. Auswertung der Zellzahl mittels Cy3- und DAPI-Signalen 
Farbstoff Anregungsfilter Farbteiler Emmisionsfilter 
DAPI D 360/40 400 DC LP D 460/50 
Cy3 HQ 545/30 Q565 LP HQ 610/75 
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4  Ergebnisse und Diskussion 
4.1  Strukturelle Veränderungen von Oligo- und Polysacchariden beim 
Erhitzen 
Bisher wurden die während der Erhitzung von Oligo- und Polysacchariden gebildeten 
Substanzen oftmals nur mit dem Schwerpunkt auf einzelnen Verbindungen und 
Verbindungsklassen untersucht. Im ersten Teil dieser Arbeit sollen daher umfassend die 
verschiedenen Reaktionen und die dabei gebildeten Produkte betrachtet werden, die während 
der trockenen Erhitzung von Oligo- und Polysacchariden ohne Aminokomponenten auftreten 
und zu deren Abbau führen. Es soll die Frage geklärt werden, nach welchem Schema der 
Abbau der Oligo- und Polysaccharide, besonders der Inuline, abläuft, wie er durch die Wahl 
der Erhitzungsbedingungen beeinflusst werden kann und wie die entstehenden Verbindungen 
und Verbindungsklassen miteinander in Zusammenhang stehen. Die Erhitzung der Inuline 
unter den verschiedenen pH- und Temperaturbedingungen wurde aufgrund des 
standardisierten Verfahrens und der hohen Probenmenge als Einfachbestimmung 
durchgeführt. Die in diesem Teil dargestellten Ergebnisse wurden teilweise im Rahmen der 
wissenschaftlichen Abschlussarbeiten von Frau Beatrice Glass und Frau Sandra Glänzel 
erhalten (Glass 2010; Glänzel 2011). 
4.1.1  Abbau der Oligo- und Polysaccharidketten 
Um die Veränderung der verschiedenen untersuchten Inuline und Polysaccharide (Tabelle 
3-7) während der Erhitzung zu beurteilen, musste zuerst der mittlere Polymerisationsgrad (dp) 
der Ausgangssubstanzen bestimmt werden. Dazu wurden Lösungen der Oligo- und 
Polysaccharide, also der verschiedenen Inuline, Cellulose und Stärke (etwa 1 g/100ml) mittels 
HPAEC-PAD (nach Kapitel 3.5.3) untersucht. In den gezeigten Chromatogrammen der nicht 
erhitzten Inuline (Abbildung 4-1) steht jeder Peak für die Verlängerung der Kette um ein 
Monosaccharid. Ausgehend vom Standard Kestopentaose mit einem bekannten 
Polymerisationsgrad (dp) von fünf (Abbildung 4-1, kleine Abb.), kann so jedem Peak eine 
Kettenlänge zugeordnet werden. Kohlenhydrate mit einem dp kleiner als fünf werden von der 
Methode nicht erfasst. Bei den untersuchten Inulinen kann es zur Ausbildung von 
Doppelpeaks bzw. Peaks mit unterschiedlich ausgeprägten Schultern kommen. Diese sind auf 
die terminale Glucoseeinheit zurückzuführen, die bei Inulinen vorhanden sein kann. Diese 
Glucoseeinheit führt zu leicht veränderten Wechselwirkungen der Probe mit dem 
Säulenmaterial und damit zu geringfügigen Verschiebungen der Peaks gegenüber den 
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Iunlinen gleicher Kettenlänge ohne terminale Glucoseeinheit. In Abbildung 4-1 ist dieses 
Phänomen in beiden Probenchromatogrammen bei den Peaks im Bereich zwischen 10 und 
20 min erkennbar.  
 
Abbildung 4-1 HPAEC-PAD-Chromatogramm des langkettigen Inulins Raftiline HP unerhitzt/nativ 
(oben), des kurzkettigen Raftiline GR unerhitzt/nativ (unten) und des Standards Kestopentaose mit 
dp = 5 (kleine Abb., Kapitel 3.5.3) 
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Zur Berechnung des mittleren dp wird der Anteil der Flächen der einzelnen Peaks, also der 
einzelnen dp, an der Gesamtfläche berechnet (Formel 4-1).  
		 = 	
∑(		 ∙ äℎ	%)
100%
 
Formel 4-1 Formel zur Berechnung des mittleren dp anhand der aus dem Chromatogramm erhaltenen 
Flächenanteile 
Anhand der aus den Chromatogrammen erhaltenen Informationen konnte für alle 
Inulinproben ein mittlerer dp berechnet werden, der in Tabelle 4-1 aufgeführt ist. Die Inuline 
lassen sich über diese Ergebnisse in zwei Kategorien einteilen. Auf der einen Seite stehen 
dabei die langkettigen Inuline mit einem mittleren dp von über 20 und auf der anderen die 
kurzkettigen Inuline mit einem mittleren dp von unter 20. In die Kategorie der langkettigen 
Inuline können anhand der Ergebnisse das Chicorée-, das Dahlien- und das Topinambur-
Inulin, sowie Fibruline XL und Raftiline HP eingeordnet werden. Dem gegenüber stehen die 
kurzkettigen Inuline Raftiline GR und Fibrulose 97, die auch als Oligofructosen bezeichnet 
werden.  
Tabelle 4-1 Mittlere Polymerisationsgrade, Verteilung der Kettenlänge, sowie Gruppenzuordnung der 
untersuchten Inulinproben, bestimmt per HPAEC-PAD 
 mittlerer dp dp-Bereich (Anteile [%]) Gruppe 
  bis 10 11 bis 25 über 25  
Chicorée - Inulin 24 2,7 54,9 42,4 langkettig 
Dahlien - Inulin 24 3,9 55,0 41,0 langkettig 
Fibruline XL 23 9,0 51,1 40,1 langkettig 
Fibrulose 97 9 68,0 31,9 0,0 kurzkettig 
Raftiline HP 24 7,0 49,7 43,5 langkettig 
Raftiline GR 14 51,0 39,8 9,5 kurzkettig 
Topinambur - Inulin 26 1,8 46,1 52,2 langkettig 
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Bei Betrachtung der Verteilung der Kettenlängen (Tabelle 4-1) fällt auf, dass bei den 
Oligofructosen der Anteil der Ketten mit einem dp von unter 10 mehr als die Hälfte beträgt. 
Bei Raftiline GR wurde der Anteil dieser Ketten zu 51 %, bei Fibrulose 97 sogar zu 68 % 
bestimmt. In den technisch bearbeiteten Inulinen (Raftiline HP, Fibruline XL) beträgt der 
Anteil dieser Ketten dagegen unter 10 %, und auch die Inuline aus Chicorée, Dahlien und 
Topinambur zeigen nur sehr geringe Anteile an Ketten mit einem dp < 10. Dies ist auch in 
den HPAEC-Chromatogrammen der nicht erhitzten Inuline (Abbildung 4-1) erkennbar. Im 
Chromatogramm des kurzkettigen Raftiline GR (Abbildung 4-1, unten) sind vorrangig Peaks 
mit einem geringen dp erkennbar sind (bis etwa 8 min), während der Anteil an Ketten mit 
höherem dp nur sehr gering ist. Das Chromatogramm des langkettigen Raftiline HP 
(Abbildung 4-1, oben) dagegen, zeigt im vorderen Bereich bis etwa 8 Minuten geringere 
Peakflächen. Die Flächen der Peaks im hinteren Bereich des Chromatogramms, welche für 
Ketten mit einem höheren dp stehen (etwa 10 bis 40 min), sind dagegen deutlich größer.  
Anhand der ermittelten Polymerisationsgrade sowie der Verteilung der Kettenlängen in den 
Proben zeigte sich, dass es zwischen den lang- und den kurzkettigen Inulinen zahlreiche 
Gemeinsamkeiten in Kettenlänge und –verteilung gibt. Es kann also auch von einem 
ähnlichen Verhalten der Inuline während der Erhitzung ausgegangen werden. Daher wurden 
für den weiteren Verlauf der Arbeit ein lang- und ein kurzkettiges Inulin ausgewählt und für 
die Untersuchungen verwendet. Als langkettiges Inulin wurde das Raftiline HP ausgewählt, 
als kurzkettiges das Raftiline GR. 
Die ausgewählten Inuline wurden für 30 min im Temperaturbereich zwischen 100 °C und 
220 °C trocken und offen erhitzt. Um den Einfluss des pH-Wertes zu untersuchen, wurden die 
Proben mit einem sauren und einem basischen Zusatz (Zitronensäure bzw. Natriumcarbonat) 
vermischt und ebenfalls erhitzt. Nach dem Erhitzen der Proben wurden diese in Wasser 
gelöst, der pH-Wert gemessen und die Kettenlänge per HPAEC-PAD bestimmt.  
Veränderung des pH-Wertes während der Erhitzung 
Der pH-Wert der nicht erhitzten Ausgangslösungen lag bei den Inulinen ohne Zusätze bei 
etwa 5,5, bei den Inulinen mit saurem Zusatz bei etwa 2,8 und bei den Inulinen mit basischem 
Zusatz bei etwa 10,3. Da die Werte bei beiden untersuchten Inulinen etwa gleich waren sind 
in Abbildung 4-2 die Mittelwerte der erhaltenen Ergebnisse dargestellt. Während der 
Erhitzung blieb der pH-Wert der Inuline ohne Zusätze bis zu einer Temperatur von etwa 
150 °C konstant, sank bei der Erhitzung auf höhere Temperaturen ab und erreichte im Bereich 
von 190 °C bis 220 °C einen konstanten Wert von etwa 3,0. Dieser Abfall ist auf die Bildung 
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verschiedener organischer Säuren, wie Ameisen- und Essigsäure, zurückzuführen, die 
während des Kohlenhydratabbaus gebildet werden können (Brands und van Boekel 2001). 
Die Proben mit einem Zusatz von Zitronensäure zeigten über den gesamten 
Temperaturbereich einen pH-Wert zwischen 2,8 und 3,0. Die Bildung der Säuren, die bei der 
Erhitzung ohne Zusätze zu der Absenkung des pH-Wertes führten, findet auch an dieser Stelle 
statt, resultiert aber nicht in einer Veränderung des pH-Wertes, da dieser schon in dem für 
schwache Säuren typischen Bereich liegt. Der pH-Wert der Inuline mit Natriumcarbonat blieb 
während der Erhitzung im Temperaturbereich zwischen 100 °C und 180 °C realtiv konstant 
bei 10,3 bis 9,5. Bei einer stärkeren Erhitzung sank der pH-Wert dann auf etwa 7,0 ab. Auch 
an dieser Stelle ist die Absenkung des pH-Wertes auf die bei der Erhitzung entstehenden 
Säuren zurückzuführen.  
 
Abbildung 4-2 Entwicklung des pH-Wertes während der trockenen Erhitzung des lang- und 
kurzkettigen Inulins (Mittelwert) ohne Zusatz und mit einem Zusatz von Säure bzw. Base  
Neben den Inulinen wurden auch Cellulose und Stärke erhitzt und untersucht. Diese 
Untersuchungen beschränkten sich auf Temperaturstufen von 160 und von 190 °C und 
wurden ohne jegliche Zusätze durchgeführt. Bestimmt man die pH-Werte der erhaltenen 
Lösungen so ergeben sich für die Aufschlämmungen der nicht erhitzten Stärke bzw. Cellulose 
jeweils Werte von 7,6 bzw. 6,3. Die Lösungen der erhitzten Proben weisen bei 160 °C einen 
pH-Wert von jeweils 6,3 bzw. 4,6 auf und die bei der Erhitzung auf 190 °C erhaltenen Proben 
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von jeweils 5,6 bzw. 4,5. Diese Veränderung der pH-Werte spricht für einen Abbau der 
beiden Verbindungen, bei dem es zur Freisetzung von sauren Komponenten kommt. Anhand 
der stärkeren pH-Wertabsenkung bei Cellulose ist erkennbar, dass es durch die Erhitzung zu 
einer größeren Veränderung kommt als sie bei Stärke zu beobachten ist. Dies ist prinzipiell 
typisch für den thermisch induzierten Abbau von Kohlenhydraten (Brands und van Boekel 
2001), lässt jedoch keine Aussagen über die Art und die Menge der gebildeten 
Abbauprodukte zu. 
Abbau der Kohlenhydratketten 
Anhand der HPAEC-PAD-Chromatogramme der Proben konnte der Abbau der Inulinketten 
sehr gut dokumentiert werden. In Abbildung 4-3 sind die Chromatogramme des Raftiline HP 
nach der Erhitzung auf 170 bzw. 180 °C für 30 min zu sehen.  
 
Abbildung 4-3 HPAEC-PAD-Chromatogramme des langkettigen Inulins Raftiline HP nach trockener 
Erhitzung auf 170 bzw. 180 °C für 30 min  
Während der Erhitzung kommt es zu einer deutlichen Veränderung der 
Probenchromatogramme. Vergleicht man die Chromatogramme mit den in Abbildung 4-1 
(oben) dargestellten nicht erhitzten Inulin fällt auf, dass es im Chromatogramm der auf 
170 °C erhitzten Probe zu einer deutlichen Verschiebung der Peaks in den vorderen Bereich 
des Chromatogramms kommt. Die Peaks im hinteren Bereich des Chromatogramms werden 
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kleiner bzw. verschwinden ganz, während die Fläche der Peaks im Anfangsbereich des 
Chromatogramms (bis etwa 10 min) zunimmt. Im Chromatogramm des auf 180 °C erhitzten 
Raftiline HP sind nur Peaks im vorderen Bereich des Chromatogramms (bis etwa 10 min) 
erkennbar, wobei besonders die Fläche des Peaks mit dp = 5 zunimmt. Dieser Peak fasst alle 
Fragmente mit einem dp von und kleiner zusammen. 
Diese Beobachtung ist auch bei der Erhitzung des kurzkettigen Raftiline GR erkennbar 
(Abbildung 4-4). Der Vergleich des nicht erhitzten Inulins (Abbildung 4-1, unten) mit den auf 
160 bzw. 170 °C erhitzten Proben zeigt die Verschiebung der Peaks in den vorderen Bereich 
des Chromatogramms und damit die Verringerung der Kettenlänge im Laufe der Erhitzung. 
Durch die geringe Ausgangskettenlänge ist bei Raftiline GR der komplette Abbau der Ketten 
in Fragmente mit einem dp kleiner bzw. gleich 5 schon bei einer Erhitzungstemperatur von 
170 °C bestimmbar während Raftiline HP für einen kompletten Abbau der Kette auf 180 °C 
erhitzt werden muß. 
 
Abbildung 4-4 HPAEC-PAD-Chromatogramme des kurzkettigen Inulins Raftiline GR nach trockener 
Erhitzung auf 170 bzw. 180 °C für 30 min  
Beeinflussen lässt sich der Abbau der Inulinketten durch die Veränderung des pH-Wertes 
während der Erhitzung. In Abbildung 4-5 ist der Unterschied zwischen den verschiedenen 
Zusätzen erkennbar. Gezeigt sind die für 30 min auf 150 °C erhitzten Inuline Raftiline GR 
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und HP. Neben den Proben, die ohne jegliche Zusätze erhitzt wurden (Abbildung 4-5, oben), 
sind auch die Proben zu sehen, bei denen der pH-Wert durch die Zugabe von Säure (1,5 % 
Zitronensäure, Abbildung 4-5, Mitte) bzw. Base (1,5 % Natriumcarbonat, Abbildung 4-5, 
unten) variiert wurde. Besonders die Zugabe der Zitronensäure beschleunigt den Abbau der 
Ketten. Die Peaks der Chromatogramme, die nach der Erhitzung mit saurem Zusatz erhalten 
wurden, sind deutlich in den vorderen Bereich des Chromatogrammes verschoben bzw. es 
sind fast ausschließlich Fragmente mit einem dp von kleiner 5 erkennbar. 
Der Einfluss des basischen Zusatzes bezüglich des Kettenabbaus ist dagegen weniger 
deutlich. Da es durch den sauren Zusatz zu einer Beschleunigung des Kettenabbaus kam, 
wurde durch den basischen Zusatz eine Hemmung erwartet. Diese ist jedoch nur in geringem 
Umfang zu beobachten. Betrachtet man jedoch die Chromatogramme, die nach der Erhitzung 
der Inuline mit basischem Zusatz erhalten wurden (Abbildung 4-5, unten), ist kaum ein 
Unterschied zu denen aus der Erhitzung ohne Zusatz (Abbildung 4-5, oben) erkennbar.  
Betrachtet man die für die jeweiligen Erhitzungsstufen bestimmten mittleren 
Polymerisationsgrade, wird deutlich, dass der Bereich in dem der Kettenabbau stattfindet, 
relativ klein ist. Die mittlere Kettenlänge der Inuline bleibt bis zu einer gewissen Temperatur 
relativ stabil und sinkt dann innerhalb einer geringen Temperaturspanne auf unter fünf. 
Unabhängig von der Ausgangskettenlänge bleiben die Ketten bei einer Erhitzung ohne Zusatz 
bis zu einer Temperatur von etwa 150 bis 160 °C stabil. Oberhalb dieser Temperatur wurde 
eine rasche Abnahme des mittleren dp beobachtet, die in der kompletten Zersetzung der 
Ketten resultierte. Bei der Erhitzung mit dem Zusatz von Säure blieben die Ketten nur bis zu 
einer Temperatur von etwa 130 bis 140 °C stabil und wurden bei höheren Temperaturen 
schnell abgebaut. Bei der Erhitzung mit basischem Zusatz konnten bis zu einer Temperatur 
von etwa 160 °C relativ konstante Werte für den mittleren dp berechnet werden. Auch der 
komplette Abbau der Ketten zu einem dp kleiner 5 verschiebt sich nur geringfügig von etwa 
180 °C bei der Erhitzung ohne Zusätze auf 190 °C bei der Erhitzung mit Natriumcarbonat 
(1,5 %).  
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Abbildung 4-5 HPAEC-PAD-Chromatogramme zur Bestimmung der Kettenlänge von Raftiline GR 
(rechts) und Raftiline HP (links) nach der Erhitzung auf 150 °C für 30 min 
Zur genaueren Klärung des Abbaumechanismus der Fructanketten müssen vor allem die 
resultierenden Reaktionsprodukte betrachtet werden. An dieser Stelle soll daher die 
Freisetzung an Glucose, Fructose und Saccharose in Abhängigkeit von der 
Erhitzungstemperatur und des pH-Wertes untersucht werden.  
Freisetzung von Mono- und Disacchariden 
Prüft man die nicht erhitzten Inuline auf ihre Gehalte an Mono- und Disacchariden, so fällt 
das kurzkettige Raftiline GR durch seine hohen Gehalte an Fructose (3,3 %) bzw. Saccharose 
(13 %) auf (Abbildung 4-6), die durch den Herstellungsprozess zustande kommen. Da 
kurzkettige Inuline und Oligofructosen oft als Zuckerersatzstoffe eingesetzt werden (Franck 
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2002), ist eine komplette Entfernung der Mono- und Disaccharide nicht notwendig. In 
Raftiline HP, dem langkettigen Inulin, sind dagegen nur geringe Mengen an Glucose, 
Fructose und Saccharose zu bestimmen. Zusammen machen sie einen Anteil von unter 0,5 % 
aus. 
 
Abbildung 4-6 Gehalte an Glucose, Fructose und Saccharose während der Erhitzung von Raftiline HP 
(links) und Raftiline GR (rechts) für 30 min (Kapitel 3.5.4) 
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Die Beobachtungen der Gehalte an Mono- und Disacchariden (Abbildung 4-6) während der 
Erhitzung weisen Ähnlichkeiten zu denen auf, die während des Kettenabbaus gemacht 
wurden. Bei der Erhitzung ohne Zusatz (Abbildung 4-6, oben) bzw. mit basischem Zusatz 
(Abbildung 4-6, unten) bleiben die Gehalte an Glucose, Fructose und Saccharose bis zu einer 
Erhitzungstemperatur von etwa 150 – 160 °C gleich. Erst bei höheren Erhitzungstemperaturen 
kommt es zur Freisetzung von Mono- und Disacchariden, wobei hauptsächlich Fructose 
gebildet wird. Beim kurzkettigen Inulin Raftiline GR kommt es bei Erhitzungstemperaturen 
von über 160 °C zur Zersetzung der enthaltenen Saccharose. Dies trägt vermutlich zu den 
vergleichsweise höheren Gehalten an Glucose und Fructose bei. Denn während bei der 
Erhitzung des langkettigen Inulins maximal etwa 6 % Fructose und etwa 4 % Glucose 
gebildet werden, konnten bei diesen Temperaturen in Raftiline GR jeweils etwa 8 % Fructose 
und Glucose bestimmt werden. Neben der Zersetzung der enthaltenen Saccharose kommt für 
die höheren Gehalte an Fructose und Glucose auch die höheren Anzahl an Kettenenden im 
kurzkettigen Inulin in Frage. Die maximalen Gehalte an Mono- und Disacchariden treten 
während der Erhitzung ohne Zusatz bzw. mit basischem Zusatz bei etwa 180 – 190 °C auf: 
Bei dieser Temperatur wurden während der Bestimmung der Kettenlänge nur noch 
Bruchstücke mit einem dp kleiner als 5 gefunden. Bei Erhitzungen über 190 °C kommt es zu 
einem schnellen Abbau der untersuchten Mono- und Disaccharide. Bei diesen hohen 
Erhitzungstemperaturen sind nur noch geringe Mengen an Saccharose bestimmbar, während 
Fructose und Glucose nicht mehr nachgewiesen werden konnten.  
Die Erhitzung der Inuline mit saurem Zusatz bewirkt die Freisetzung der untersuchten Mono- 
und Disaccharide schon bei geringeren Temperaturen. Die Gehalte bleiben nur bis zu einer 
Temperatur von etwa 120 °C stabil und steigen bei höheren Erhitzungstemperaturen stark an. 
Bei Raftiline GR kommt es außerdem ab etwa 140 °C zur massiven Zersetzung der 
enthaltenen Saccharose. Besonders Fructose dominiert während des Abbaus der Ketten und 
zeigt bei Erhitzungstemperaturen im Bereich von etwa 150 – 160 °C maximale Gehalte von 
etwa 20 - 25 %. Aber auch Glucose wird während der Erhitzung freigesetzt. Sie weist bei 
einer Erhitzungstemperatur von 140 bis 150 °C bei Raftiline HP einen maximalen Gehalt von 
etwa 3,5 % und bei Raftiline GR einen maximalen Gehalt von etwa 8 % auf. Saccharose tritt 
bei Raftiline HP nur mit Gehalten von etwa 2,5 % bei einer Temperatur von 160 °C auf. 
Während der Erhitzung mit Säurezusatz konnte ab einer Temperatur von etwa 190 °C ein fast 
kompletter Abbau der Mono- und Disaccharide beobachtet werden. 
Neben den Inulinen sollten auch Cellulose und Stärke auf ihr Verhalten bei der Erhitzung 
untersucht werden. Es war jedoch nicht möglich den Polymerisationsgrad dieser Proben per 
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HPAEC-PAD zu bestimmen. Die Proben waren in nativer, wie auch in erhitzter Form nicht in 
Wasser bzw. dem Eluenten löslich, so dass deren Kettenlänge nicht bestimmt werden konnte. 
Bei der Bestimmung der Mono- und Disaccharide konnten diese weder in den nicht erhitzten 
noch in den auf 160 bzw. 190 °C erhitzten Proben von Cellulose und Stärke bestimmt werden. 
4.1.2  Isolierung und Identifizierung von DFDA 
Das Ziel dieser Untersuchungen war die Identifizierung bis dahin unbekannter 
Reaktionsprodukte, die während der Erhitzung von Inulin entstehen. Ein Teil dieser 
Verbindungen konnte im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Frau Nena 
Kasprick isoliert und identifiziert werden (Kasprick 2008).  
Grundlage dieser Isolierung und Identifizierung bildeten die mittels Dünnschicht-
chromatographie (DC) erhaltenen Ergebnisse. In Abbildung 4-7 ist das Chromatogramm des 
Raftiline GR dargestellt.  
 
Abbildung 4-7 DC-Platte mit Skala zur Bestimmung des Rf-Wertes: Raftiline GR nativ (Bande 1) und 
nach Erhitzung für 30 min im Bereich zwischen 160 – 220 °C (Bande (B)2 -160 °C, B3 – 170 °C, 
B4 – 180 °C, B5 – 190 °C, B6 – 200 °C, B7 – 210 °C, B8 – 220 °C) mit den Standards Saccharose 
(B12), Glucose (B11), Fructose (B10) und DFA III (B9)(Kapitel 3.5.1) 
Im unteren Bereich bis zu einem Rf-Wert von etwa 0,1 sind vor allem Bruchstücke der 
Inulinkette zu erkennen. Aufgrund ihrer Größe werden sie gar nicht oder nur sehr wenig von 
der mobilen Phase transportiert. Mit einem Rf-Wert von etwa 0,19 ist die Saccharose (Sac) 
erkennbar. Aufsteigend sind mit einem Rf-Wert von etwa 0,37 Glucose (Glc), mit einem 
Rf-Wert von etwa 0,40 Fructose (Frc) und mit einem Rf-Wert von etwa 0,60 
α-D-Fructofuranosyl-1,2´:2,3´-β-D-fructofuranose (DFA III) erkennbar. Ab einer Temperatur 
von etwa 170 °C treten im Bereich mit den Rf-Werten zwischen 0,45 und 0,60 größere 
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Mengen unbekannter Verbindungen auf. Diese erreichen bei etwa 190 - 200 °C ihre 
maximalen Gehalte. Da die Verbindungen einen ähnlichen Rf-Wert und die gleiche Farbe wie 
die Referenzsubstanz DFA III aufwiesen, wurde angenommen, dass es sich bei diesen 
Verbindungen ebenfalls um DFDA handelt. 
Für die Isolierung der unbekannten Verbindungen wurde ein Inulinkaramell verwendet, in 
dem anhand der DC ein maximaler Gehalt der unbekannten Verbindungen festgestellt wurde 
und nur geringe Mengen an Mono- und Disacchariden. Besonders das Karamell des Inulins 
Raftiline HP nach der Erhitzung für 30 Minuten auf 190 °C erfüllt diese Bedingungen 
(Abbildung 4-7, Bande 5). Zur Reinigung des Karamells wurde auf der Grundlage einer 
DC-Methode zur Trennung von Mono- und Disacchariden auf Cellulose eine Methode zur 
Flash-Chromatographie (Kapitel 3.6.2) entwickelt, mit der ein Großteil der Frc aber vor allem 
Glc und Sac abgetrennt werden konnten. So sollte ein Mix der unbekannten Verbindungen 
erhalten werden, der dann für die weitere Isolierung verwendet werden konnte. Nach der 
DC-Untersuchung wurden die Fraktionen im Elutionsbereich zwischen 250 und 300 ml 
(Fraktionen 50 – 60, Abbildung 4-8, Bande 4 - 14) zusammengefasst und nach Entfernung des 
Lösungsmittels weiter verwendet. 
 
Abbildung 4-8 DC-Platte der Flash-Chromatographie-Fraktionen (Ausschnitt) Bande (B)1 - Standard 
(Sac, Glc, Frc, DFA III), B2 – nicht fraktionierte Probe, B3 – Fraktion (F) 49, B4 – F50, B5 – F51, B6 
– F52, B7 – F53, B8 – F54, B9 – F55, B10 – F56, B11 – F57, B12 – F58, B13 – F59, B14 – F60, B15 
– F61, B16 – F62, B17– F63, B18 – F64, B19 – F65, B20 – F66 6 
                                                 
6
 Die Banden der DC wurden aus verschiedenen Chromatogrammen zusammengefügt. 
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Die weitere Isolierung erfolgte mittels semipräparativer HPLC mit RI-Detektor auf einer 
NH2-modifizierten Kieselgelsäule (Kapitel 3.6.3) in Anlehnung an Seidowski 2004, wobei 
Fluss und Zusammensetzung des Fließmittels optimiert wurden.  
Im HPLC-Chromatogramm (Abbildung 4-9) sind 5 Peaks erkennbar. Diese wurden 
wiederholt, getrennt gesammelt und ergaben nach der Entfernung des Lösungsmittels fünf 
Substanzen (Tabelle 4-2) mit kristallinem leicht bräunlichem Erscheinungsbild, die mit 
Fraktion 1 bis 5 bezeichnet, per DC den einzelnen Banden zugeordnet (Abbildung 4-10, 
Banden 2, 3, 4, 5, 7) und dann mittels Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie 
identifiziert wurden (Kapitel 3.6.4). 
 
Abbildung 4-9 Chromatogramm des per Flash-Chromatographie gereinigten Inulinkaramells 
aufgenommen mittels semipräparativer HPLC mit NH2-modifizierter Kieselgelsäule und RI-Detektion 
mit der Abtrennung der einzelnen Peaks während der Fraktionierung (Kapitel 3.6.3) 
Tabelle 4-2 Masse der isolierten Fraktionen nach Entfernung des Lösungsmittels 
 Fraktion 1 Fraktion 2 Fraktion 3 Fraktion 4 Fraktion 5 
Ausbeute [mg] 90,7 27,7 48,2 11,4 42,3 
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Die Massenspektrometrie ergab nach dem direkten Einspritzen in die ESI (Elektronen spray 
ionisation) für alle fünf isolierten Substanzen im negativen Modus als [M-H]- ein Signal bei 
m/z = 323, was zu einem Molekülgewicht von 324 g/mol führt. Dies entspricht der 
theoretischen Masse der DFDA, die sich aus 2 Einheiten Fructose nach Abspaltung zweier 
Moleküle Wasser zusammensetzen. 
 
Abbildung 4-10 DC-Platte mit Skala zur Bestimmung des Rf-Wertes: Bande (B) 1 - Mix der 
unbekannten Verbindungen nach der Flash-Chromatographie, B2 – HPLC-Fraktion 1, B3 - HPLC-
Fraktion 2, B4 - HPLC-Fraktion 3, B5 - Standard [Sac (Rf-Wert 0,17), Glc (Rf-Wert 0,35), Frc (Rf-
Wert 0,40), DFA III (Rf-Wert 0,60)], B6 - HPLC-Fraktion 4, B7 - HPLC-Fraktion 5 (Kapitel 3.5.1) 7 
Zur weiteren Identifizierung wurden das 1H- und das 13C-Spektrum aufgenommen, sowie das 
COSY (Correlation Spectroscopy)-Spektrum, das HSQC (Heteronuclear Single Quantum 
Coherence)-Spektrum und das HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)-Spektrum 
angefertigt.  
In Tabelle 4-3 sind die spektroskopischen Daten aufgelistet, welche aus den 13C-Spektren 
gewonnen wurden. Dabei steht jedes Signal für ein C-Atom. Die Fraktionen 1, 3 und 5 zeigen 
12 Signale, bestehen also aus 12 C-Atomen. Da für die Fraktionen 2 und 4, wie für die 
anderen drei Fraktionen, mit der Massenspektrometrie ein Molekülgewicht von 324 g/mol 
                                                 
7
 Die Banden der DC wurden aus verschiedenen Chromatogrammen zusammengefügt. 
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bestimmt wurde, weisen die Spektren in denen nur Signale von sechs C-Atomen auftreten, auf 
symmetrische Moleküle hin. Anhand des 13C-DEPT (Distortionless Enhancement by 
Polarization Transfer)-Spektrums können den verschiedenen C-Atomen die Anzahl der direkt 
gebundenen H-Atome zugeordnet werden. Quartäre C-Atome liefern in diesem Spektrum kein 
Signal, tertiäre (CH) und primäre (CH3) C-Atome zeigen ein positives Signal und sekundäre 
C-Atome (CH2) ein negatives Signal (Anhang Abbildung 7-1 bis Abbildung 7-5). Die 
Zuordnung der C-Atome erfolgt nach der in Abbildung 4-11 dargestellten Nummerierung. Da 
den C-Atomen mit einer chemischen Verschiebung von jeweils etwa 100 ppm im DEPT-
Spektrum kein Signal zugeordnet werden konnte, handelt es sich hierbei um quartäre 
C-Atome. Diese wurden jeweils den anomeren Atomen C2 bzw. C2´ zugeordnet. 
 
Abbildung 4-11 Schema zur Nummerierung der C-Atome in einem DFDA-Molekül bestehend aus 
zwei Fructofuranosen 
Tabelle 4-3 13C-spektroskopische Daten, der aus dem Inulinkaramell isolierten Fraktionen F 1 bis F 5 
mit den Signalen der jeweiligen C bzw. C´-Atome 
δC [ppm] C 1 C 2 C 3 C 4 C 5 C 6 
 C 1´ C 2´ C 3´ C 4´ C 5´ C 6´ 
Fraktion 1 58,8 (CH2) 103,5 (Ci) 81,7 (CH) 75,2 (CH) 81,0 (CH) 60,9 (CH2) 
(F1) 63,3 (CH2) 101,2 (Ci) 78,9 (CH) 72,1 (CH) 80,0 (CH) 60,4 (CH2) 
F 2 61,0 (CH2) 103,7 (Ci) 79,8 (CH) 76,6 (CH) 82,8 (CH) 60,9 (CH2) 
F 3 63,2 (CH2) 103,6 (Ci) 73,1 (CH) 75,8 (CH) 84,5 (CH) 61,0 (CH2) 
 62,0 (CH2) 97,8 (Ci) 76,9 (CH) 74,0 (CH) 81,0 (CH) 62,4 (CH2) 
F 4 63,4 (CH2) 100,5 (Ci) 79,0 (CH) 74,4 (CH) 81,3 (CH) 62,2 (CH2) 
F 5 61,6 (CH2) 102,4 (Ci) 81,7 (CH) 77,6 (CH) 83,4 (CH) 61,1 (CH2) 
 62,4 (CH2) 98,7 (Ci) 76,8 (CH) 74,4 (CH) 81,1 (CH) 62,5 (CH2) 
4. Ergebnisse und Diskussion 
91 
In Fructosemolekülen existiert genau wie in den bisher in der Literatur veröffentlichten 
DFDA-Strukturen (Manley-Harris und Richards 1996; Christian et al. 2000) kein primäres 
C-Atom, so dass die im 13C-DEPT-Spektrum auftretenden positiven Signale mit der 
chemischen Verschiebung im Bereich zwischen 72 und 85 ppm tertiären C-Atomen 
zugeordnet werden können (C3/3´, C4/4´, C5/5´). Die genaue Zuordnung der Signale zu den 
C -Atomen erfolgt im weiteren Verlauf über die HSQC- und HMBC-Spektren. Die im 
13C-DEPT-Spektrum auftretenden negativen Signale mit der chemischen Verschiebung im 
Bereich zwischen 58 und 63 ppm werden den sekundären C-Atomen 1 bzw. 1´ und 6 bzw. 6´ 
zugeordnet. Zusätzlich kann die chemische Verschiebung der tertiären C-Atome zur 
Unterscheidung zwischen den Furanose- und Pyranoseformen genutzt werden (Binkley et al. 
1974). Beträgt die chemische Verschiebung der tertiären C-Atome zwischen 64 und 72 ppm, 
so liegt das Molekül in Pyranoseform vor. Bei Furanoseformen beträgt die Verschiebung 
hingegen zwischen 76 und 84 ppm. Daher kann anhand der chemischen Verschiebungen der 
C-Atome, die in Tabelle 4-3 aufgeführt sind, allen Fructoseeinheiten in den isolierten 
Verbindungen die Furanoseform zugeordnet werden. Zusätzlich können über die chemische 
Verschiebung der anomeren C-Atome (C2/2´) Aussagen über deren Form getroffen werden. 
Dabei weisen α-anomere Formen mit etwa 107,5 ppm eine höhere chemische Verschiebung 
auf als β-anomere Formen (etwa 105,0 ppm) (Funke und Klemer 1976). Für die isolierten 
Verbindungen bedeutet dies, dass in Fraktion 1 genauso wie in den Fraktionen 3 und 5 ein 
Fructosebaustein in α- und einer in β-Form vorliegt. Das symmetrische Molekül von Fraktion 
2 beinhaltet zwei α-Formen und das ebenfalls symmetrische Molekül von Fraktion 4 zwei 
β-Formen.  
Die Daten aus den 1H-Spektren (Tabelle 4-4) erlauben Aussagen über die H-Atome und deren 
Beziehung zueinander. Mittels des zweidimensionalen COSY-Spektrums erhält man 
Informationen über die direkten Kopplungen zwischen den H-Atomen. Es ergeben sich 
Signale zwischen H-Atomen an einem C-Atom (geminal), wie es bei C1/1´und C6/6´der Fall 
ist. Weiterhin ergeben sich im COSY-Spektrum Signale zwischen H-Atomen an benachbarten 
C-Atomen (vicinal), wie etwa die Kopplung von H4 mit H3 und H5. Die aus den COSY-
Spektren erhaltenen Informationen (Tabelle 4-4) zeigten für alle 5 Fraktionen gleiche 
Ergebnisse, daher können alle isolierten Fraktionen in die Klasse der DFDA eingeordnet 
werden. 
Über die Auswertung der HSQC-Spektren war es möglich, die einzelnen H-Atome den 
verschiedenen C-Atomen zuzuordnen. Dabei zeigen die quartären C-Atome (C2/2´) 
erwartungsgemäß keine Kopplungssignale mit H-Atomen. Den tertiären C-Atomen (C3/3´, 
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C4/4´ und C5/5´) kann jeweils ein H-Atom zugeordnet werden und die sekundären C-Atome 
(C1/1´ und C6/6´) zeigen jeweils zwei Kopplungssignale. Die Bezeichnung a und b für die 
H-Atome an den sekundären C-Atomen beziehen sich auf die axiale bzw. äquatoriale Stellung 
der H-Atome. Die axialen H-Atome zeigen in den Spektren eine höhere chemische 
Verschiebung als die äquatorialen und werden mit dem Buchstaben a bezeichnet, die 
äquatorialen mit dem Buchstaben b.  
Tabelle 4-4 1H-NMR-Daten und Kopplungssignale der COSY-Spektren der isolierten Fraktionen F 1 
bis F 5 
δH 
[ppm] 
1 1´ 3 3´ 4 4´ 5 5´ 6 6´ 
F 1 a 3,93 
b 3,65 
a 3,58 
b 3,52 
4,03 4,22 3,77 4,55 3,98 3,59 a 3,70 
b 3,53 
a 3,77 
b 3,64 
F 2 a 3,90 
b 3,72 
 4,06  3,85  3,92  a 3,70 
b 3,57 
 
F 3 a 3,63 
b 3,58 
a 3,91 
b 3,54 
4,07 3,76 3,97 4,02 3,84 3,79 a 3,65 
b 3,54 
a 3,68 
b 3,59 
F 4 a 3,90 
b 3,83 
 3,90  3,97  3,76  a 3,65 
b 3,53 
 
F 5 a 4,11 
b 3,58 
a 4,04 
b 3,49 
3,92 3,76 3,84 4,00 3,90 3,81 a 3,74 
b 3,62 
a 3,67 
b 3,53 
COSY 
Signale 
1b        
1a 
1b´    
1a´ 
4 4´ 3, 5 3´, 5´ 4, 
6a, 
6b 
4´, 
6a´, 
6b´ 
5, 6b 
5, 6a 
5´,6b´ 
5´,6a´ 
 
Die Aufspaltung der Peaks im 1H-Spektrum erlaubt Aussagen über die Umgebung der 
H-Atome. C1/1´ ist mit zwei H-Atomen verbunden, die miteinander koppeln und im 
Spektrum aller 5 Fraktionen ein Dublett zeigen. Die Signale der H-Atome am C3/3´ zeigen 
ebenfalls ein Dublett, da sie mit den H-Atomen am C4/4´ koppeln. Die H-Atome des 
C4/4´zeigen im Spektrum ein doppeltes Dublett, da sie mit den H-Atomen der benachbarten 
C-Atome C3/3´ und C5/5´ koppeln. Die Signale der H-Atome am C5/5´ spalten sich in drei 
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Dubletts, da sie nicht nur mit den H-Atomen am C4/4´ koppeln, sondern auch mit H6a/6a´ 
und H6b/6b´ (Abbildung 7-1 bis Abbildung 7-5). Aus den HMBC-Spektren (Tabelle 4-5) 
werden Informationen über die Verknüpfung der Fructosebausteine über die Dioxanbrücken 
gewonnen. Diese Spektren zeigen die Kopplungen der H-Atome mit C-Atomen über mehrere 
Bindungen, dabei zeigen Kopplungen über drei Bindungen intensivere Signale als 
Kopplungen über zwei oder vier Bindungen. Die HMBC-Spektren der Fraktionen 2, 4 und 5 
zeigen sehr ähnliche Signale, aus denen eine Kopplung der H-Atome des C1 mit dem C2´ 
bzw. des C1´ mit dem C2 erkennbar ist (Tabelle 4-5, dick gedruckt). Dies spricht für eine 
Verknüpfung der beiden Fructosebausteine über die C-Atome 1, 2, 2´ und 1´. Bei Fraktion 1 
sind die Fructosebausteine über einen Dioxanring verbunden, der die C-Atome 1, 2´, 2 und 3´ 
beinhaltet. Die Daten des HMBC-Spektrums für Fraktion 3 zeigen keinen Dioxanring, 
sondern nur eine Verknüpfung unter Beteiligung der C-Atome 1 und 2´. 
Tabelle 4-5 Daten aus den HMBC-Spektren der isolierten Fraktionen F 1 bis F 5: Kopplung der 
H-Atome mit den entsprechenden C-Atomen (Kopplungen über mehrere Moleküle sind dick gedruckt) 
 F 1 F 2 F 3 F 4 F 5 
C 1 2, 3, 4       
2´ 
2, 3, 4          
2´ 
2, 3, 4 2, 3, 4       
2´ 
2, 3, 4       
2´ 
C 1´ 2´, 3´, 4´ 2´, 3´, 4´       
2 
2´, 3´, 4´     
2 
2´, 3´, 4´     
2 
2´, 3´, 4´     
2 
C 3 1, 2, 4 1, 2, 4 1, 2, 4 1, 2, 4 1, 2, 4 
C 3´ 1´, 2´, 4´     
2 
1´, 2´, 4´ 1´, 2´, 4´ 1´, 2´, 4´ 1´, 2´, 4´ 
C 4 2, 3, 5, 6 2, 3, 5, 6 2, 3, 5, 6 2, 3, 5, 6 2, 3, 5, 6 
C 4´ 2´, 3´, 5´, 6´ 2´, 3´, 5´, 6´ 2´, 3´, 5´, 6´ 2´, 3´, 5´, 6´ 2´, 3´, 5´, 6´ 
C 5 2, 3, 4, 6 2, 3, 4, 6 2, 3, 4, 6 2, 3, 4, 6 2, 3, 4, 6 
C 5´ 2´, 3´, 4´, 6 2´, 3´, 4´, 6 2´, 3´, 4´, 6 2´, 3´, 4´, 6 2´, 3´, 4´, 6 
C 6 3, 4, 5 3, 4, 5 3, 4, 5 3, 4, 5 3, 4, 5 
C 6´ 3´, 4´, 5´ 3´, 4´, 5´ 3´, 4´, 5´ 3´, 4´, 5´ 3´, 4´, 5´ 
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Kombiniert man die aus den verschiedenen Spektren erhaltenen Informationen, können den 
isolierten Fraktionen folgende Strukturen (Abbildung 4-12) zugeordnet werden: Fraktion 1 
wurde identifiziert als DFA III (α-D-Fruf-1,2´:2,3´-β-D-Fruf). Bei dieser Verbindung handelt 
es sich um das einzige kommerziell erhältliche DFDA und die Identifizierung kann anhand 
des Vergleiches der Rf-Werte des DC-Standards und der isolierten Fraktion (Abbildung 4-10, 
Bande 2 und 5 oben) bestätigt werden. Für Fraktion 2 wurde die symmetrische Struktur des 
DFA VII, also des α-D-Fruf-1,2´:2,1´-α-D-Fruf bestimmt und für Fraktion 4 die ebenfalls 
symmetrische Struktur β-D-Fruf-1,2´:2,1´-β-D-Fruf. Fraktion 5 kann die Struktur des DFA I, 
also des α-D-Fruf-1,2´:2,1´-β-D-Fruf zugeordnet werden. Für Fraktion 3 konnte keine DFDA-
Struktur bestimmt werden, dieser Fraktion wurde als Difructan α-D-Fruf-1,2´-β-D-Fruf 
identifiziert.  
 
Abbildung 4-12 Strukturen der aus dem erhitzten Inulin isolierten Verbindungen 
Die für Fraktion 3 identifizierte Struktur ist, wie in Abbildung 4-12 erkennbar, keinem DFDA 
zuzuordnen, obwohl mittels ESI-MS das Molekülgewicht der DFDA von 324 g/mol bestimmt 
werden konnte. Vergleicht man die identifizierte Verbindung mit den erwarteten DFDA, also 
DFA III, DFA I, DFA II und DFA V, und betrachtet deren Stabilität, so fällt besonders 
DFA V (α-D-Fruf-1,2´:2,6´-β-D-Fruf) als relativ instabile Verbindung auf (Christian et al. 
2000). Im Gegensatz zu DFA III oder DFA I ist DFA V nicht aus einem stabilen Dioxanring, 
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sondern aus einem aus acht Atomen gebildeten und wesentlich weniger stabilen Trioxanring 
aufgebaut (Abbildung 4-13, links). Kommt es zum Abbau des DFA V, kann es zur Bildung 
des in Fraktion 3 identifizierten Difructans α-D-Fruf-1,2´-β-D-Fruf kommen (Abbildung 
4-13). Diese erklärt auch, warum während der massenspektrometrischen Untersuchung der 
Fraktion eine Molekülmasse von 324 g/mol und nicht von 342 g/mol bestimmt wurde.  
 
Abbildung 4-13 Zersetzung des DFA V zum Difructan α-D-Fruf-1,2´-β-D-Fruf 
Das Auftreten und die Ausbeute der in der Arbeit isolierten DFDA lassen sich anhand des 
Mechanismus erläutern. Bei DFA I, DFA III, DFA V, sowie β-D-Fruf-1,2´:2,1´-β-D-Fruf 
handelt es sich um DFDA, welche direkt aus der Inulinkette gebildet werden können. Durch 
einen Angriff auf das C2 durch O1 oder O3 kommt es zu einer Spaltung der Kette und zur 
Ausbildung eines intermediären Fructofuransylkations (Blize et al. 1994; Christian et al. 
2000). 
 
Abbildung 4-14 Mechanismus zur Bildung von DFA I, DFA III, DFA V, sowie β-D-Fruf-1,2´:2,1´-β-
D-Fruf aus der Inulinkette (Christian et al. 2000) 
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In Abhängigkeit von der Stellung der nun nukleophil angreifenden OH-Gruppe kommt es 
dann zur Bildung und Freisetzung der verschiedenen DFDA. Aufgrund der sterischen 
Verhältnisse erfolgt bevorzugt der Angriff das O3´ und damit die Bildung des DFA III (α-D-
Fruf-1,2´:2,3´-β-D-Fruf). Des weiteren wird der Angriff des O6´ und damit die Bildung des 
DFA V (α-D-Fruf-1,2´:2,6´-β-D-Fruf) beobachtet. Außerdem kann es zum Angriff des 
O1´kommen, wobei je nach Richtung des Angriffs (von oben bzw. von unten) DFA I (α-D-
Fruf-1,2´:2,1´-β-D-Fruf) bzw. β-D-Fruf-1,2´:2,1´-β-D-Fruf entstehen können (Blize et al. 
1994; Christian et al. 2000). Im Gegensatz dazu kann DFA VII (α-D-Fruf-1,2´:2,1´-α-D-Fruf) 
nicht direkt aus der Fructankette gebildet werden, da es aus zwei α-Fructosen aufgebaut ist. 
Die Bildung des DFA VII läuft über eine Isomerisierung aus DFA I (α-D-Fruf-1,2´:2,1´-β-D-
Fruf) ab (Christian et al. 2000). 
Kommt es zu einem Angriff des O6 auf das C2, also einem Angriff innerhalb des Ringes, 
kann es zur Bildung eines Fructopryanosylkations kommen (Christian et al. 2000), welches 
Grundlage für die Bildung weiterer DFDA bildet. Diese sind dann aus einem Fructosfuranose 
und einer Fructopyranose aufgebaut (Abbildung 2-8). Da Inulinketten eine terminale 
Glucoseeinheit aufweisen können, ist auf diesem Weg auch die Bildung von 
Glucosylkationen und damit glucosehaltiger DFDA möglich (Blize et al. 1994; Christian et 
al. 2000).  
 
Abbildung 4-15 Chromatogramme der isolierten Fraktionen, aufgenommen per HPAEC-PAD (Kapitel 
3.5.5) 
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Die isolierten Verbindungen wurden im weiteren Verlauf der Arbeit zur qualitativen und 
quantitativen Bestimmung in den unterschiedlichen Proben verwendet. Die Bestimmung 
erfolgte per HPAEC-PAD (Kapitel 3.5.5). Abbildung 4-15 zeigt, dass die isolierten 
Verbindungen keine Verunreinigungen wie etwa Fructose enthalten und deshalb als 
Standardsubstanzen geeignet sind. 
4.1.3  Quantifizierung der Di-D-Fructose Dianhydride 
Bei den Di-D-Fructose Dianhydriden (DFDA) handelt es sich um ernährungsphysiologisch 
interessante Verbindungen (Saito und Tomita 2000; Arribas et al. 2010; Ortiz Mellet und 
Garcıa Fernandez 2010). Allerdings gestaltet sich deren Bestimmung aufgrund der sehr 
beschränkten Verfügbarkeit der Standardsubstanzen schwierig. Obwohl der Stoffklasse eine 
ganze Reihe von Verbindungen zugeordnet werden können (Manley-Harris und Richards 
1997; Christian et al. 2000), ist bisher nur eine Substanz (DFA III) kommerziell erhältlich. 
Durch die Isolierung der DFDA (siehe Kapitel 4.1.2) war es erstmals möglich, weitere DFDA 
zu quantifizieren.  
 
Abbildung 4-16 Chromatogramm des langkettigen Inulins Raftiline HP, erhitzt auf 190 °C für 30 min, 
aufgenommen per HPAEC-PAD (Kapitel 3.5.5) 
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Die verschiedenen DFDA wurden per HPAEC-PAD (Kapitel 3.5.5) quantifiziert. Die 
Identifizierung der Analyten erfolgte anhand des Vergleichs der Retentionszeiten und einer 
Standardaddition. In Abbildung 4-16 ist das Chromatogramm einer Inulinprobe (Raftiline HP, 
190 °C) dargestellt, in dem die Peaks aller fünf isolierten Verbindungen bestimmt werden 
konnten. Allerdings kam es bei der Bestimmung von α-D-Fruf-1,2´-β-D-Fruf (F 3) und β-D-
Fruf-1,2´:2,1´-β-D-Fruf (F 4) zu Coelutionen und damit zur Überlagerung der Peaks mit denen 
unbekannter Verbindungen (Daten nicht gezeigt). Für die Quantifizierung der DFDA in den 
Inulinkaramellen konnten daher nur DFA III, DFA VII und DFA I herangezogen werden. 
In Abbildung 4-17 sind die Gehalte der in den erhitzten Inulinen bestimmten DFDA gezeigt. 
Es ist deutlich erkennbar, dass in den nicht erhitzten Proben keine DFDA nachweisbar sind. 
Auch in dem Bereich in dem die Inulinketten in Abhängigkeit von den 
Erhitzungsbedingungen relativ stabil sind, können keine DFDA bestimmt werden. 
Aus dem in Abbildung 4-14 dargestellten Mechanismus zur Bildung der DFDA wird deutlich, 
dass es zuerst zur Bildung von DFA I und DFA III direkt aus der Inulinkette kommt, bevor 
DFA VII durch eine Umlagerung aus DFA I gebildet werden kann (Blize et al. 1994). Daher 
wurde für diese Untersuchungen zuerst das Auftreten von DFA I und DFA III erwartet. Die 
Bildung von DFA VII dagegen wurde etwas verzögert erwartet. Dies konnte in den 
Untersuchungen bestätigt werden. Abbildung 4-17 zeigt, dass unabhängig von den 
Erhitzungsbedingungen (ohne Zusatz, mit saurem bzw. basischem Zusatz) DFA I und 
DFA III bei geringeren Erhitzungstemperaturen auftreten, während das Auftreten von 
DFA VII etwas verzögert ist. 
Betrachtet man die beiden in Abbildung 4-17 dargestellten lang- und kurzkettigen Inuline 
Raftiline HP (rechts) und GR (links), fallen die ähnlichen Gehalte gebildeten DFDA auf. Da 
die Bildung der DFDA unabhängig von der Anzahl der Kettenenden und dem Gehalt an freien 
Monosacchariden abläuft, ist dies jedoch nicht ungewöhnlich. Weiterhin fällt bei der 
Betrachtung von Abbildung 4-17 auf, dass die Bildung der DFDA bei der Erhitzung ohne 
Zusatz (oben) der Erhitzung mit basischem Zusatz (unten) ähnelt. Das Auftreten der DFDA 
ist ab der Erhitzungstemperatur zu beobachten, in dem auch der Abbau der Inulinketten 
stattfindet (siehe Kapitel 4.1.1). Bei beiden Probenreihen ist ab einer Temperatur von etwa 
150 – 160 °C das erste Auftreten von DFA I und DFA III zu beobachten. Das Auftreten von 
DFA VII ist leicht verzögert ab einer Temperatur von etwa 190 °C zu beobachten. Im 
Gegensatz dazu können bei einer Erhitzung mit saurem Zusatz (Abbildung 4-17, Mitte) 
DFA I und DFA III schon ab einer Temperatur von 110 – 120 °C und DFA VII ab einer 
Temperatur von etwa 130 °C bestimmt werden. Die maximalen Gehalte an DFDA können bei 
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der Erhitzung ohne Zusatz bzw. mit basischem Zusatz bei einer Temperatur von etwa 190 –
 200 °C bestimmt werden, bei der Erhitzung mit saurem Zusatz schon bei einer Temperatur 
von etwa 160 °C. Die Mengen der maximal bestimmten DFDA hängen von den 
Erhitzungsbedingungen ab. Während bei der Erhitzung ohne Zusatz bzw. basischem Zusatz 
zwischen 18 und 20 % DFDA bestimmt werden konnten, sind es bei der Erhitzung mit 
saurem Zusatz nur etwa 14 %. Die Bildung der DFDA wird also durch einen sauren Zusatz 
beschleunigt, allerdings kommt es vermutlich durch stärker auftretende Nebenreaktionen zur 
Bildung einer geringeren Menge an DFDA. Darüber hinaus kann auch von einer geringeren 
Stabilität der DFDA im Sauren, besonders des DFA I und DFA VII, ausgegangen werden. 
Dabei kommt es zu einer Spaltung der DFDA in Fructose bzw. Anhydrofructose. Den größten 
Anteil an der DFDA-Menge macht dabei DFA I aus, wobei die Menge an DFA III nur etwas 
geringer ist. DFA VII macht dagegen den deutlich geringen Anteil aus, was auf den 
Bildungsmechanismus zurückzuführen ist (Blize et al. 1994; Christian et al. 2000). Die 
maximalen Mengen von 35 % DFDA in einem Inulinkaramell, die in früheren Studien 
gefunden worden sind, beruhen auf einer Bestimmung per GC-FID nach einer Derivatisierung 
mit Chlortrimethylsilan unter Verwendung eines internen Standards (Xylitol). Bei diesen 
Studien wurde ein breiteres Spektrum an DFDA bestimmt (Christian et al. 2000). 
Erhitzt man die Inuline ohne Zusatz bzw. mit basischem Zusatz auf Temperaturen von 200 °C 
oder höher, werden sinkende Gehalte der DFDA bestimmt. Dies ist schon bei Erhitzung auf 
über 170 °C der Fall, was Rückschlüsse auf eine begrenzte thermische Stabilität der 
Verbindungen zuläßt. Ob die untersuchten DFDA wie in der Literatur beschrieben zu anderen 
stabileren DFDA umgelagert werden (Manley-Harris und Richards 1997) oder es zur Bildung 
anderer Kohlenhydratabbauprodukte kommt, lässt sich an dieser Stelle jedoch nicht sagen. 
Weiterführende Untersuchungen zur Bildung anderer DFDA waren aufgrund der nicht 
verfügbaren Standardsubstanzen nicht möglich. 
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Abbildung 4-17 Gehalte an DFA I, DFA III und DFA VII in den unterschiedlich für 30 min erhitzten 
Inulinen (oben - ohne Zusatz, Mitte - mit Zitronensäure, unten – mit Natriumcarbonat), bestimmt per 
HPAEC-PAD (Kapitel 3.5.5) 
Da gezeigt werden konnte, dass DFDA neben Fructose auch in wenigen Fällen Glucose 
enthalten können (Christian et al. 2000), sollten neben den Inulinen auch Cellulose und 
Stärke auf ihre Fähigkeit untersucht werden DFDA zu bilden. Wie bei den untersuchten 
Inulinen konnten auch in den nativen Proben der Cellulose und Stärke keine DFDA bestimmt 
werden. Darüber hinaus waren auch in den für 30 min auf 160 °C erhitzten Proben keine 
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Peaks im Chromatogramm erkennbar. Betrachtet man die Chromatogramme der für 30 min 
auf 190 °C erhitzten Cellulose und Stärke sind zwar einige wenige Peaks erkennbar 
(Abbildung 4-18), anhand der Retentionszeiten der verfügbaren DFDA-Standards (Abbildung 
4-18, kleine Abb.) können jedoch keine DFDA nachgewiesen werden. Demnach sind im 
Gegensatz zu Inulin weder Stärke noch Cellulose in der Lage DFDA zu bilden. 
 
Abbildung 4-18 Chromatogramme von Stärke und Cellulose trocken erhitzt auf 190 °C für 30 min, 
aufgenommen per HPAEC-PAD (Kapitel 3.5.5); kleine Abb. Chromatogramme der Standards DFA I, 
DFA III und DFA VII zum Vergleich der Retentionszeiten (Kapitel 3.5.5) 
4.1.4  Freisetzung weiterer Karamellisierungsprodukte 
Wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben stellt die Karamellisierung ein Gefüge zahlreicher parallel 
ablaufender Reaktionen dar (Hodge 1953). Es kommt nicht nur zum Abbau der 
Kohlenhydratketten und damit zur Freisetzung primärer Abbauprodukte, wie etwa Mono- und 
Disaccharide. Die gebildeten Produkte reagieren oftmals sofort zu anderen Verbindungen 
weiter, was die Trennung der einzelnen Reaktionsabschnitte und die Bestimmung der 
Reaktionsprodukte erschwert.  
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Bildung von 1,2-Dicarbonylverbindungen und 5-Hydroxymethylfurfural 
1,2-Dicarbonylverbindungen und 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) sind die wichtigsten 
Produkte des Kohlenhydratabbaus und besonders HMF wird als Indikator für die 
Hitzebehandlung von Kohlenhydraten genutzt (Weigel et al. 2004; Mavric et al. 2008). Ihre 
Bildung hängt entscheidend von den gewählten Reaktionsbedingungen und den 
Reaktionspartnern ab. Da die während der Erhitzung gebildeten Mono- und Disaccharide bei 
höheren Erhitzungstemperaturen nicht mehr bestimmt werden konnten, lag es nahe das 
Auftreten weiterer Kohlenhydratabbauprodukte zu untersuchen. Besonders die 
1,2-Dicarbonylverbindungen gelten aufgrund ihrer hohen Reaktivität als Ausgangs-
verbindungen für zahlreiche weitere, teilweise nicht identifizierte Reaktionsprodukte, wobei 
es sich nur zum Teil um farbige Verbindungen handelt. 
Mittels der in Kapitel 3.5.6 beschriebenen HPLC-UV-Methode lassen sich unter Verwendung 
von vorhandenen Standards die langkettigen 1,2-Dicarbonylverbindungen 3-Desoxy-
glucosulose (3-DG), 3-Desoxygalactosulose (3-DGal) und 3-Desoxypentosulose (3-DPs), 
sowie die niedermolekularen Verbindungen Glyoxal (GO), Methylglyoxal (MGO) und 
Diacetyl (DiAc) in den Inulinproben bestimmen. Letzteres spielt allerdings nur eine 
untergeordnete Rolle. Diacetyl ist eine sehr instabile Verbindung, die vermutlich sofort nach 
ihrer Entstehung weiter reagiert und deshalb oft nur in sehr geringen Mengen in Proben 
bestimmbar ist. Bei der Bestimmung der 1,2-Dicarbonylverbindungen über die aufgeführte 
Methode wirkt sich die komplexe Matrix sehr negativ auf die Trennleistung aus. Durch die 
zahlreichen parallel ablaufenden Reaktionen, besonders bei höheren Erhitzungstemperaturen, 
war die Bestimmung der einzelnen 1,2-Dicarbonylverbindungen teilweise schwierig. 
Abbildung 4-19 zeigt das Chromatogramm der Standardlösung (grau) und das 
Chromatogramm der auf 180 °C erhitzten Raftiline HP (schwarz). Während die Peaks der 
niedermolekularen 1,2-Dicarbonylverbindungen GO, MGO und DiAc sehr gut getrennt sind, 
kommt es im Bereich zwischen 25 und 32 Minuten zu einer Überlagerung und Verschiebung 
der Peaks. Die Peaks von 3-DG und 3-DGal konnten zwar nach Verdünnung der Probe besser 
getrennt werden, die Bestimmung des 3-DPs war jedoch durch die Verschiebung bzw. 
Überlagerung nicht einwandfrei möglich. Daher wird an dieser Stelle vorrangig auf das 
Auftreten der anderen 1,2-Dicarbonylverbindungen eingegangen.  
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Abbildung 4-19 Chromatogramm der Standardlösung der 1,2-Dicarbonylverbindungen (grau) mit dem 
Chromatogramm von Raftiline HP erhitzt auf 180 °C für 30 min (schwarz), aufgenommen mittels 
HPLC-UV (Kapitel 3.5.6) 
Betrachtet man die in Abbildung 4-20 gezeigten Gehalte an gebildeten 
1,2-Dicarbonylverbindungen, so fällt auf, dass deren Gehalte deutlich niedriger sind, als die 
der bisher betrachteten Abbauprodukte. Dies ist auf die hohe Reaktivität der beiden 
benachbarten Carbonylgruppen der Verbindungen zurückzuführen.  
Vergleicht man zu Beginn die Gehalte der 1,2-Dicarbonlyverbindungen in den beiden 
Inulinen Raftiline HP (Abbildung 4-20, links) und Raftiline GR (Abbildung 4-20, rechts), so 
fällt auf, dass die Gehalte ungefähr gleich sind. Dies ist von daher erstaunlich, da im 
kurzkettigen Raftiline GR schon vor der Erhitzung mehr freie Mono- und Disaccharide 
(Abbildung 4-6) enthalten sind. Aus diesen könnten schon bei niedrigeren Temperaturen 
1,2-Dicarbonylverbindungen gebildet werden. Wahrscheinlich ist die Menge an zugeführter 
Energie nicht ausreichend für die Bildung der 1,2-Dicarbonylverbindungen.  
Bei der Erhitzung ohne Zusatz (Abbildung 4-20, oben) werden bei Temperaturen von etwa 
190 bis 200 °C die maximalen Gehalte an 1,2-Dicarbonylverbindungen bestimmt. Dabei ist 
Glyoxal mit einem maximalen Gehalt zwischen 1,4 und 1,6 g/100 g (22,8 bis 
27,8 mmol/100 g) die am stärksten gebildete Verbindung. Für die Verbindungen 3-DG, 
3-DGal, sowie MGO lassen sich dagegen nur Gehalte von maximal 0,2 g/100 g (etwa 
1 mmol/100 g) bestimmen. Erhitzungstemperaturen über 200 °C führen zu einem stärkeren 
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Abbau der 1,2-Dicarbonylverbindungen, so dass die in den Proben bestimmten Gehalte 
geringer werden. 
 
Abbildung 4-20 Gehalte an 1,2-Dicarbonylverbindungen in den unterschiedlich für 30 min erhitzten 
Inulinen (oben - ohne Zusatz, Mitte - mit Zitronensäure, unten – mit Natriumcarbonat), bestimmt per 
HPLC-UV (Kapitel 3.5.6) 
Bei der Erhitzung mit saurem Zusatz (Abbildung 4-20, Mitte) werden vor allem die 
langkettigen 1,2-Dicarbonylverbindungen 3-DG und 3-DGal bei geringeren Temperaturen 
gebildet. Sie sind schon ab etwa 130 °C bestimmbar und erreichen bei etwa 150 – 160 °C ihre 
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maximalen Gehalte. Diese liegen etwa zwischen 0,4 g/100 g bei Raftiline HP und bei etwa 
0,2 g/100 g bei Raftiline GR. Auch bei der Erhitzung mit saurem Zusatz wird vorrangig 
Glyoxal gebildet, welches zwischen 190 und 200 °C seinen maximalen Gehalt zwischen etwa 
1,0 und 1,2 g/100 g (zwischen 14 und 22 mmol/100 g) erreicht. Methylglyoxal wird im 
Vergleich zu Glyoxal nur in geringen Mengen gebildet. Während bei der Erhitzung ohne 
Zusatz maximal nur etwa 0,1 g/100 g MGO bestimmt werden konnten, läuft die Bildung im 
Sauren deutlich stärker ab. Es können bei beiden Inulinen bis zu 0,6 g/100 g MGO (etwa 
7 mmol/100 g) bestimmt werden. 
Das Auftreten der verschiedenen 1,2-Dicarbonylverbindungen lässt sich mit deren 
Bildungsmechanismus begründen, der grundlegend in Abbildung 4-21 dargestellt ist. 
Ausgangspunkt sind die Monosaccharide, die zu Endiolen umgelagert werden und dann unter 
Abspaltung von Wasser zu Desoxyhexosulosen reagieren (Homoki-Farkas et al. 1997; 
Hellwig et al. 2010b). Da die Reaktion säurekatalysiert abläuft (Belitz et al. 2001) und es in 
der Erhitzungsreihe ohne Zusatz durch den Abbau der Fructane zu einer Absenkung des 
pH-Wertes in den sauren Bereich gekommen ist (Abbildung 4-2), können sowohl in der 
Erhitzungsreihe mit Zitronensäure (Abbildung 4-20, Mitte) als auch in der ohne Zusatz mit 
vergleichbaren Gehalten an 1,2-Dicarbonylverbindungen gerechnet werden. Für die Bildung 
von Methylglyoxal wird die Spaltung der C3-C4-Bindung der 3-Desoxyglucosulose (3-DG) 
postuliert, die zur Bildung von Dihydroxyaceton und Glyceraldehyd führt. Letzteres kann 
unter Abspaltung von Wasser dann zu Methylglyoxal reagieren (Hollnagel und Kroh 1998; 
Gobert und Glomb 2009). Für Glyoxal, der einfachsten 1,2-Dicarbonylverbindung, wird vor 
allem die Bildung nach der Abspaltung von zwei Molekülen Wasser (am C3-C4 und C5-C6) 
und einer Retro-Aldol-Spaltung der C2-C3-Bindung im 3-DG angegeben (Kroh 1994; 
Yaylayan und Keyhani 2000; Gobert und Glomb 2009). Da es sich bei der Bildung von 
Glyoxal und Methylglyoxal um ähnliche Mechanismen handelt, sollten die Verbindungen in 
etwa gleicher Menge auftreten. Die höheren Mengen an Glyoxal könnten mit der Abspaltung 
des Wassers zusammenhängen. Während es bei der Bildung des Methylglyoxals zuerst zu 
einer Retro-Aldol-Spaltung des Endiols in zwei C3-Körper kommt, wird bei der Bildung des 
Glyoxals vor der Spaltung ein Molekül Wasser aus der Verbindung freigesetzt. Wird dieses 
Molekül durch weitere Reaktionen entzogen, würde das Reaktionsgleichgewicht zu einer 
stärkeren Bildung von Glyoxal hin verschoben. 
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Abbildung 4-21 Bildung von 1,2-Dicarbonylverbindungen aus Glucose bzw. Fructose (Homoki-
Farkas et al. 1997; Yaylayan und Keyhani 2000; Gobert und Glomb 2009; Hellwig et al. 2010b) 
Während der Erhitzung der Inuline mit basischem Zusatz (Abbildung 4-20, unten) können nur 
geringe Mengen an 1,2-Dicarbonylverbindungen bestimmt werden. Diese treten bei beiden 
Inulinen in einem relativ engen Temperaturbereich von 180 bis 210 °C auf und erreichen 
Gehalte von jeweils maximal 0,2 g/100 g. Zurückzuführen ist dies besonders auf die 
Instabilität der 1,2-Dicarbonylverbindungen im Basischen. Die nach der Erhitzung erhaltenen 
Proben weisen alle einen pH-Wert über bzw. um 7 auf, das heißt selbst die hoch erhitzten 
Proben, bei denen es durch den Abbau der Ketten zu einer Freisetzung von verschiedenen 
Säuren kommt, sind schwach basisch. In dieser Umgebung kommt es zu einem schnellen 
Abbau der 1,2-Dicarbonylverbindungen zu Alkoholen und Carbonsäuren (Cannizzaro-
Reaktion). Glyoxal reagiert bei dieser Disproportionierung, wie in Abbildung 4-22 dargestellt, 
zu Glykolsäure. Die bei der Reaktion gebildeten Carbonsäuren können zu einer weiteren 
Absenkung des pH-Wertes beitragen (Salomaa 1956). Die Bestimmung der Glykolsäure 
mittels DC (Kapitel 3.5.7) ergab jedoch keine nennenswerten Gehalte. Auf der DC-Platte 
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konnte der Glykolsäure in den Proben keine Bande zugeordnet werden (Daten nicht gezeigt). 
Da Glykolsäure keine stabile Verbindung ist, sondern sich bei Temperaturen über 100 °C 
zersetzt8, ist dieses Ergebnis zu erwarten. Durch eine Vielzahl weiterer Reaktionen, wie 
Aldol-Kondensationen, sind besonders im Basischen weitere Abbauprodukten denkbar (Belitz 
et al. 2001).  
 
Abbildung 4-22 Reaktion von Glyoxal im Basischen zu Glykolsäure (Cannizzaro-Reaktion) 
Abbildung 4-23 zeigt die Chromatogramme eines HMF-Standards und von Raftiline HP 
(170 °C für 30 min). Die Chromatogramme die mittels der in Kapitel 3.5.7 beschriebenen 
Methode aufgenommen wurden, ermöglichen eine eindeutige Quantifizierung des HMF. 
 
Abbildung 4-23 Chromatogramm einer HMF-Standardlösung (gestrichelt) mit dem Chromatogramm 
von Raftiline HP erhitzt für 30 Minuten auf 170 °C, aufgenommen mittels HPLC-UV (Kapitel 3.5.7) 
                                                 
8
 GESTIS-Stoffdatenbank Zugriff 04.06.2012 (www.dguv.de/ifa/stoffdatenbank) 
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In Abbildung 4-24 sind die Gehalte an HMF zusammengefasst, die während der Erhitzung der 
Inuline unter den verschiedenen Erhitzungsbedingungen bestimmt wurden. Dabei ähneln sich 
die beiden untersuchten Inuline Raftiline HP (links) und GR (rechts) stark. Bei der Erhitzung 
der Inuline ohne Zusatz kommt es mit der Freisetzung der Monosaccharide, die etwa ab einer 
Temperatur von 170 bis 180 °C verstärkt zu beobachten ist, zur Bildung von HMF. Der 
maximale Gehalt, der bei einer Temperatur von 190 °C auftritt, beträgt etwa 2,0 g/100g. 
Damit ist die Verbindung durchaus als eines der Hauptabbauprodukte anzusehen.  
 
Abbildung 4-24 Gehalte an HMF bestimmt in den Proben des Raftiline HP, erhitzt ohne Zusatz bzw. 
mit dem Zusatz von Zitronensäure oder Natriumcarbonat (Kapitel 3.5.7) 
Erhitzt man die Inuline mit saurem Zusatz, ist HMF erwartungsgemäß schon bei niedrigeren 
Erhitzungstemperaturen zu bestimmen. Auch die Maximalgehalte, die bei der sauren 
Erhitzung bei etwa 160 °C auftreten, liegen mit etwa 3,0 bis 3,3 g/100 g deutlich über den 
Gehalten, die bei der Erhitzung ohne Zusatz bestimmt wurden. Die Bildung von HMF kann 
über mehrere Mechanismen ablaufen (Ponder und Richards 1993; Hellwig et al. 2010b). Zum 
einen über die 1,2-Dicarbonylverbindungen, wie in Abbildung 4-25 links dargestellt. Dabei 
kommt es zu einer Addition von Wasser an das aus dem Inulin gebildeten 
Fructofuranosylkation und damit zur Bildung freier Fructose (Seidowski 2004), die dann über 
verschiedene 1,2-Dicarbonylverbindungen zu HMF reagieren kann (Hellwig et al. 2010b). 
Besonders im Sauren ist außerdem unter Abspaltung von mehreren Molekülen Wasser die 
Bildung von HMF über den in Abbildung 4-25 rechts dargestellten Weg möglich (Ponder und 
Richards 1993). Beide Wege können während der Erhitzung der Inuline parallel ablaufen, 
aber durch den sauren Zusatz wird der in Abbildung 4-25 rechts gezeigte Weg vermutlich 
beschleunigt, was zu den höheren Gehalten an HMF während dieser Erhitzung führt.  
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Abbildung 4-25 Mechanismen zur Bildung von 5-Hydroxymethylfurfural aus Inulin (Ponder und 
Richards 1993; Hellwig et al. 2010b) 
Bei der Erhitzung mit basischem Zusatz treten die maximalen Gehalte an HMF, wie bei der 
Erhitzung ohne Zusatz bei etwa 190 °C auf. Mit maximal 1 g/100 g liegen diese jedoch unter 
den Gehalten die bei der Erhitzungsreihe ohne Zusatz erhalten wurden. Betrachtet man die in 
Abbildung 4-25 dargestellten Mechanismen, so wird deutlich, dass es bei beiden durch einen 
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basischen Zusatz zu einer Verlangsamung der HMF-Bildung kommt. Zum einen wird die 
Bildung des Fructofuranosylkations durch einen basischen pH-Wert gehemmt (Ponder und 
Richards 1993) und zum anderen reagieren die 1,2-Dicarbonylverbindungen über die 
Cannizzaro-Reaktion zu Carbonsäuren.  
Vergleicht man die erhaltenen Ergebnisse der Erhitzung der Inuline mit den Ergebnissen, die 
bei der Erhitzung von Stärke und Cellulose erhalten wurden, so lassen sich auch an dieser 
Stelle keine Anzeichen eines Abbaus Letzterer feststellen. In den untersuchten Proben 
konnten keine bzw. nur sehr geringe Mengen an 1,2-Dicarbonylverbindungen und HMF 
bestimmt werden. 
Bildung farbiger Verbindungen 
Eine charakteristische Folge der Karamellisierung ist die Bildung von farbigen Verbindungen, 
sogenannter Melanoidine. Die Farbbildung kann dabei durch unterschiedliche Zusätze 
gesteuert werden, wobei bisher hauptsächlich Glucose und Saccharose als Basis für Couleure 
verwendet werden (Belitz et al. 2001). Obwohl die genaue Struktur dieser farbigen, meist 
hochpolymeren Verbindungen in Karamellen noch weitestgehend unaufgeklärt ist (Morales et 
al. 2012), existieren verschiedene, meist photometrische Verfahren zur Beurteilung der 
Farbveränderung. Die im Rahmen der Arbeit durchgeführte Bestimmung der 
Farbveränderung ist eine Standardreferenzmethode nach der European Brewery Convention 
(EBC) (Miedaner 2002), bei der jedoch nur die löslichen Farbstoffe bestimmt werden (Kapitel 
3.5.2).  
Abbildung 4-26 zeigt die unter verschiedenen pH-Bedingungen erhitzten Karamellproben des 
Raftiline HP. Die unterschiedlichen Farben der Karamelle sind eindeutig zu erkennen, 
allerdings ist besonders bei den sehr dunklen Proben eine objektive Einordnung sehr 
schwierig. Mit steigender Erhitzung kommt es in allen drei Ansätzen zur Bildung 
hochpolymerer Verbindungen, die erst zu einer Trübung der Proben führen und anschließend 
zur Bildung eines unlöslichen, schwarzen Niederschlages. Die Bildung und das Ausfallen 
dieses Niederschlags gehen mit einer Aufhellung der Proben einher. Es ist jedoch nur schwer 
möglich etwas über die qualitative Zusammensetzung des entstandenen Niederschlags zu 
sagen. 
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Abbildung 4-26 Karamellproben des Raftiline HP, erhalten nach der trockenen, offenen Erhitzung für 
30 min unter verschiedenen pH-Bedingungen im Temperaturbereich zwischen 100 und 220 °C, gelöst 
in Wasser (1 g/10ml) 
In Abbildung 4-27 sind die bestimmten Farbwerte für die erhitzten Inuline zu sehen. Durch 
die Variation des pH-Wertes ist eine Lenkung der Bildung der farbigen Verbindungen 
möglich. Während es bei der Erhitzung ohne Zusatz erst ab einer Temperatur von über 180 °C 
zur Bräunung der Probe kommt, erfolgt durch den Zusatz von Zitronensäure eine Bräunung 
schon ab etwa 140 °C. Allerdings beträgt die maximal bestimmte Farbzahl durch den sauren 
Zusatz mit etwa 750 (HP) bzw. 680 (GR) nur die Hälfte der Farbzahl die bei der Erhitzung 
ohne Zusatz bestimmt wurde (etwa 1500 (HP) bzw. 1400 (GR)). Obwohl bei der Herstellung 
von Zuckercouleur auch Schwefelsäure zum Einsatz kommt, ist die Bildung farbiger 
Substanzen mit einem sauren Zusatz allein weniger ausgeprägt.  
 
Abbildung 4-27 EBC-Farbzahlen bestimmt in den Karamellen von Raftiline HP, trocken und offen 
erhitzt mit verschiedenen Zusätzen; oZ – ohne Zusatz, CS – mit Zitronensäure, NC – mit 
Natriumcarbonat (Kapitel 3.5.2) 
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Durch den basischen Zusatz kommt es hingegen im Vergleich zu der Erhitzung ohne Zusatz 
zu einer Verdopplung bzw. im Vergleich zur Erhitzung mit saurem Zusatz sogar zu einer 
Verdreifachung der Farbzahlen (etwa 2700 (HP) bzw. 2600 (GR)). Wie bei der Erhitzung der 
Inuline ohne Zusatz werden die maximalen Farbzahlen bei einer Temperatur von etwa 200 °C 
erreicht, also in einem Temperaturbereich, in dem es zum massiven Abbau der meisten in der 
Arbeit untersuchten Verbindungen kommt. Der bei allen Erhitzungsreihen bestimmte Abfall 
der Farbzahlen ist vor allem auf die Bildung unlöslicher Verbindungen zurückzuführen, 
welche mit der verwendeten Methode nicht erfasst werden. 
Bringt man nun die Mengen an HMF oder auch 3-DG, die als Grundlage für die 
hochpolymeren, farbigen Verbindungen angesehen werden (Kroh 1994), in Zusammenhang 
mit der Bräunung, so müsste die Erhitzung bei saurem Zusatz eigentlich stärkere 
Bräunungswerte zeigen. In diesen Karamellen wurden höhere Mengen der verschiedenen 
1,2-Dicarbonylverbindungen bzw. HMF bestimmt. Allerdings scheinen diese zu 
akkumulieren und nicht weiter zu den farbigen Verbindungen zu reagieren. Die Verwendung 
basischer Salze für die Bildung farbiger Verbindungen ist daher unbedingt erforderlich. Man 
kann davon ausgehen, dass es durch den basischen Zusatz zu einer sofortigen Reaktion der 
untersuchten Verbindungen zu den farbigen Substanzen kommt. Daher können sie können 
vermutlich nicht vollständig erfasst werden. Sofort nach ihrer Entstehung kommt es zur 
Polymerisation bzw. Reaktion mit anderen gebildeten Verbindungen in den Karamellen zu 
intensiv gefärbten Substanzen. Die bei der Bräunung entstehenden Verbindungen sind so 
vielfältig, dass die genauere strukturelle Aufklärung im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich 
war. 
Bei der industriellen Produktion von Karamellen aus Glucose oder Saccharose erfolgt die 
Lenkung der Reaktion je nach geplanter Verwendung über den pH-Wert. Die Reaktion im 
sauren Bereich führt zu einer gezielten Aromabildung, während der basische Zusatz eher zur 
Herstellung von Zuckercouleuren, also farbigen Verbindungen, führt (Belitz et al. 2001). Ob 
es durch den sauren Zusatz bei der Erhitzung zu einer verstärkten Aromabildung in den 
erhitzten Inulinen kommt, war jedoch nicht Gegenstand dieser Arbeit und bedarf noch 
weiterer Untersuchungen. Für die Nutzung der veränderten Inuline als färbende Substanzen 
sind ebenfalls noch zahlreiche Untersuchungen notwendig. Besonders die hocherhitzten und 
stark gebräunten Inuline sollten bezüglich der sensorischen Eigenschaften untersucht werden, 
da es mit der Farbbildung auch zur Bildung bitterer Geschmacksstoffe kommt, die das 
sensorische Profil stark dominieren (Belitz et al. 2001). Da die gebildeten, farbigen 
Komponenten nicht durch das menschliche Verdauungssystem abbaubar sind, weisen sie 
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Eigenschaften von Ballaststoffen auf. Allerdings können sie diesen nicht zugeordnet werden, 
da sie nicht der gängigen Definition von Ballaststoffen entsprechen. Diese spricht unter 
anderem von unverdaulichen Kohlenhydraten, die natürlicherweise in rohen Lebensmitteln 
vorkommen (Morales et al. 2012). Bei einer gezielten Modifizierung der Inuline durch die 
Erhitzung ist ein Einsatz als farbgebende Komponente in Lebensmitteln also durchaus von 
Vorteil. Vorher sollten jedoch umfassende Untersuchungen zu den weiteren Eigenschaften der 
Inulinkaramelle durchgeführt werden.  
Wie in den vorherigen Untersuchungen wurden die Farbzahlen nicht nur für die Inuline, 
sondern auch für Cellulose und Stärke ermittelt. In Abbildung 4-28 ist der direkte Vergleich 
aller vier erhitzten Kohlenhydrate gezeigt. Für Cellulose und Stärke konnten in diesen 
Untersuchungen jedoch keine bzw. nur geringe Veränderungen der Farbzahlen nach der 
Erhitzung bestimmt werden.  
 
Abbildung 4-28 Proben der verschiedenen erhitzten Kohlenhydrate: native Lösung/Aufschlämmung 
und Lösungen der auf 160 °C bzw. 190 °C erhitzten Proben von Raftiline HP, Raftiline GR, Cellulose 
(Ce) und Stärke (St), gelöst in Wasser (1 g/10ml) 
4.1.5 Mechanismus des Inulinabbaus 
Ziel der beschriebenen Untersuchungen war, es den Abbau von Inuline so genau wie möglich 
darzustellen. In Abbildung 4-29 sind die ablaufenden Reaktionen im Überblick dargestellt. 
Dabei war es jedoch nicht möglich alle bei der Erhitzung von Inulin entstehenden 
Reaktionsprodukte aufzuklären.  
Die entscheidende Rolle während des Abbaus der Inuline spielt das Fructofuranosylkation. Es 
wird durch die Zufuhr von thermischer Energie gebildet, wobei es zu einer Spaltung der Kette 
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kommt. Danach kann es vielfältig weiterreagieren (Abbildung 4-29: a, b und c), wobei die 
Reaktionsbedingungen von entscheidender Bedeutung sind. 
 
Abbildung 4-29 Überblick der bei der Erhitzung von Inulin ablaufenden Reaktionen  
Weg (a) zeigt die Bildung verschiedener Monosaccharide, die bevorzugt im Sauren und unter 
Addition von Wasser stattfindet. Da es durch die Zufuhr der thermischen Energie zu 
Umlagerungen kommt, können neben Fructose auch andere Monosaccharide entstehen, wobei 
besonders Glucose bestimmt wurde. Aus den während der Umlagerung vorliegenden 
Endiolen kann es nach Abspaltung von Wasser zur Bildung von Desoxyhexosulosen 
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kommen, wobei in Abbildung 4-29 die hauptsächlich bestimmte 3-Desoxyglucosulose (3-DG) 
abgebildet ist. Diese Verbindungen sind Grundlage für weitere Reaktionen, wobei es unter 
anderem durch die Abspaltung von Wasser und Retro-Aldol-Spaltungen zur Bildung 
verschiedener niedermolekularer Verbindungen (Glyoxal, Methylglyoxal) kommen kann. 
Durch weitere Umlagerung ist auch die Bildung von HMF möglich, wobei besonders unter 
sauren Bedingungen vermutlich der in Abbildung 4-29 unter (b) gezeigte Mechanismus 
abläuft. Da die Erhitzung der Inuline offen stattfand, ist auch die oxidative Bildung von 
Hexosulosen (Glucosulose) möglich. Diese konnten jedoch nicht in den Proben nachgewiesen 
werden, weshalb sie hier nicht weiter betrachtet wurden. Der in Abbildung 4-29 gezeigte Weg 
(c) zeigt die Bildung der verschiedenen DFDA, wobei der genaue Bildungsmechanismus in 
Abbildung 4-14 detailliert dargestellt ist. Die abgebildeten Reaktionen laufen prinzipiell im 
Gleichgewicht ab, besonders unter sauren Bedingung läuft vermutlich Weg (a) verstärkt ab und 
es kommt zu einer stärkeren Freisetzung von Monosacchariden, während die DFDA-Bildung gehemmt 
wird. Besonders bei der basischen Erhitzung bleiben jedoch ein Großteil der Abbauprodukte 
unbekannt. Aufgrund mangelnder struktureller Informationen liefert Abbildung 4-29 keine 
Informationen zur Bildung farbiger Verbindungen, die besonders bei der Erhitzung im 
Basischen eine entscheidende Rolle spielen.  
Im Gegensatz zum Inulin konnte bei den ebenfalls untersuchten Polysacchariden Cellulose 
und Stärke nur geringe Zeichen eines Abbaus bestimmt werden. Vergleicht man die 
Strukturen der drei Polysaccharide fällt auf, dass Stärke und besonders Cellulose aus stark 
verzweigten bzw. vernetzten Monosaccharidketten bestehen, während Inulin vorwiegend aus 
linearen Ketten besteht. Ein Abbau von Inulin ist demnach unter geringerer Energiezufuhrt 
möglich, da die linearen Strukturen schneller gespalten werden können. 
Die untersuchten Verbindungen zählen zu den wichtigsten Abbauprodukten von Inulin, 
allerdings sind aufgrund der Stabilität der Ausgangsstoffe und vor allem der Vielschichtigkeit 
der möglichen Reaktionen auch zahlreiche andere Abbauprodukte denkbar, die noch ein 
großes Betätigungsfeld für nachfolgende Untersuchungen eröffnen. Jedoch ist es auch über 
die Bestimmung verschiedener Eigenschaften der erhitzten Kohlenhydrate möglich, weitere 
Informationen über deren Abbau und den dabei entstehenden Verbindungen zu gewinnen.  
4.2 Thermisch induzierte Veränderungen von funktionellen Eigenschaften 
Der thermisch induzierte Abbau von Substanzen, auch von Oligo- und Polysacchariden, 
verändert deren Eigenschaften. Die folgenden Untersuchungen stellen die Veränderungen 
ausgewählter funktioneller Eigenschaften während der Erhitzung dar.  
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4.2.1 Beeinflussung der antioxidativen Kapazität 
Die antioxidative Kapazität der Karamelle kann in Abhängigkeit von den 
Erhitzungsbedingungen beeinflusst werden. Dabei spielen besonders Verbindungen mit 
konjugierten Doppelbindungen und aromatischem Charakter eine große Rolle. Diese sind in 
der Lage Radikale durch ihre mesomeriestabilisierten Strukturen abzufangen bzw. werden 
durch ein niedriges Redoxpotential sehr leicht oxidiert und wirken so als Reduktionsmittel. 
Da ein Teil der während des thermisch induzierten Abbaus der Inuline entstehenden 
Verbindungen nicht aufgeklärt werden konnte, ist es Ziel dieser Untersuchung, über die 
veränderten Eigenschaften der Karamelle Rückschlüsse auf entstandene Verbindungen zu 
schließen. 
Die Bestimmung der antioxidativen Kapazität (AC) beruht auf mehreren unterschiedlichen 
Mechanismen. Zum einem werden die Radikalfängereigenschaften getestet, dazu wird der 
TEAC III-Test (Trolox equivalent antioxidative capacity) angewandt. Bei diesem Testsystem 
wird die Fähigkeit der Testsubstanz bestimmt, mit dem stabilen Radikal ABTS• zu reagieren. 
Zum anderen werden die reduzierenden Eigenschaften der Testsubstanzen mit dem FRAP-
Test (Ferric reducing ability of plasma) bestimmt.  
Betrachtet man die in Abbildung 4-30 dargestellten Ergebnisse des TEAC III-Tests bzw. des 
FRAP-Test für die verschieden erhitzten Inuline, so fällt auf dass auch hier die Ergebnisse des 
langkettigen Raftiline HP und des kurzkettigen Raftiline GR fast identisch sind. Die mittels 
der beiden verwendeten Testsysteme bestimmten Werte unterscheiden sich zwar, was unter 
anderem auf die verschiedenen Mechanismen und auf die unterschiedlichen 
Vergleichssubstanzen zurückzuführen ist. Bei beiden Testsystemen ist ein deutlicher Anstieg 
der AC mit der Erhitzung zu sehen. Die für die AC bestimmten Werte ähneln in ihrem 
Verlauf denen für die Farbwerte. Wie bei der Bestimmung der Farbwerte kommt es bei der 
Erhitzung über 200 °C zu einem Abfall der bestimmten Werte. Der ähnliche Verlauf ist auf 
die strukturellen Gemeinsamkeiten von farbigen und antioxidativ wirksamen Substanzen 
zurückzuführen. Beide enthalten konjugierte Doppelbindungen, die nicht nur als 
Chromophore fungieren, sondern auch als Radikalfänger.  
Bei der Erhitzung des Inulins ohne Zusatz, sowie mit basischem Zusatz wird die maximale 
AC bei einer Temperatur von 200 °C erreicht. Die Erhitzung mit saurem Zusatz erreicht 
schon bei etwa 180 °C ihren maximalen Wert. Da alle bisher betrachteten Reaktionen durch 
den sauren Zusatz schon bei geringeren Temperaturen abliefen, entsprach dies den 
Erwartungen. Vergleicht man die in den verschiedenen Testreihen erhaltenen Werte, kann die 
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AC besonders durch einen basischen Zusatz gesteigert werden. Die Werte sind dabei mit etwa 
3 mmol Trolox-equ/100 g Inulin bzw. etwa 14 mmol Fe-equ/100 g Inulin um circa die Hälfte 
höher als die Werte, die bei der Erhitzung ohne Zusatz erhalten wurden (etwa 2 mmol Trolox-
equ/100 g Inulin bzw. etwa 8,5 mmol Fe-equ/100 g Inulin). Die Werte die bei der Erhitzung 
mit saurem Zusatz erhalten wurden (etwa 1 mmol Trolox-equ/100 g Inulin bzw. etwa 4 mmol 
Fe-equ/100 g Inulin), betragen dagegen nur etwa die Hälfte der Werte die bei der Erhitzung 
ohne Zusatz erhalten wurden.  
 
Abbildung 4-30 Bestimmung der antioxidativen Kapazität (AC) mittels TEAC III-Test (oben) bzw. 
FRAP-Test (unten) nach der Erhitzung von Raftiline HP (links) bzw. GR (rechts) ohne Zusatz und mit 
saurem bzw. basischem Zusatz 
Durch den Zusatz des basischen Salzes wird demnach die Bildung antioxidativ wirksamer 
Verbindungen gefördert wird. Neben den farbigen Verbindungen, denen eine antioxidative 
Wirksamkeit zugeschrieben wird (Morales et al. 2012), steht vermutlich besonders die 
Bildung von Reduktonen und Redukton-ähnlichen Verbindungen im Vordergrund. Unter 
Reduktonen versteht man Strukturen, die eine Carbonylfunktion in direkter Nachbarschaft zu 
einer C-C-Doppelbindung aufweisen, wobei an die C-Atome der Doppelbindung jeweils eine 
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Hydroxygruppe gebunden ist. Die Verbindungen weisen dadurch ein konjugiertes 
Doppelbindungssystem auf, welches besonders mesomeriestabilisiert ist. Ein typischer 
Vertreter der Reduktone ist die Ascorbinsäure (AS), die in der Lebensmittelindustrie weit 
verbreitet als Antioxidans angewandt wird. Die im Vergleich von kommerziellen 
Antioxidantien bestimmten Werte der AC übersteigen die der untersuchten Inulinkaramelle 
um ein Vielfaches. Für Ascorbinsäure ergeben sich bei den Bestimmungen im TEAC III-Test 
etwa 74 mmol Trolox-equ/100 g bzw. im FRAP-Test 430 mmol Fe-equ/100 g. Für die 
Verbindungen Butylhydroxyanisol (BHA) und Butylhydroxytoluol (BHT) wurden mit 
63 mmol Trolox-equ/100 g im TEAC III-Test bzw. 113 mmol Fe-equ/100 g im FRAP-Test 
und 30 mmol Trolox-equ/100 g im TEAC III-Test bzw. 6 mmol Fe-equ/100 g im FRAP-Test 
ebenfalls deutlich höhere Werte bestimmt. Untersucht man verschiedene Abbauprodukte des 
Inulins, wie etwa verschiedene 1,2-Dicarbonylverbindungen oder HMF und setzt sie mit ihren 
Gehalten in Zusammenhang, wird deutlich, dass nur ein Bruchteil der für die Inulinkaramelle 
bestimmten AC auf diese Verbindungen zurückzuführen ist. Allerdings sind diese 
Verbindungen Grundlage für zahlreiche weitere vor allem farbige Verbindungen, die auch als 
Melanoidine bezeichnet werden. Setzt man den Gehalt an löslichen farbigen Verbindungen 
(Kapitel 4.1.4) mit der AC der untersuchten Proben ins Verhältnis (Abbildung 4-31), ergibt 
sich aus der dirketen Korrelation, dass hautpsächlich die farbigen Verbindungen für die 
antioxidative Kapazität verantwortlich sind. Die berechneten Korrelationskoeffizienten liegen 
bei allen Inulinen, unabhängig von Testsystem und pH-Wert über 0,91. Diese besondere Rolle 
der farbigen Verbindungen als antioxidativ wirksame Verbindungen konnte in verschiedenen 
Studien nachgewiesen werden. Brenna et al. bestimmten die AC verschiedener 
Zuckercouleure, wobei auch in dieser Studie die AC mit den bestimmten Werten anstieg. 
Morales et al. zeigten in ihren Studien ebenfalls den direkten Zusammenhang zwischen dem 
Gehalt an Melanoidinen und der AC (Brenna et al. 2009; Morales et al. 2012).  
 
Abbildung 4-31 Korrelation der bestimmten Farbwerte mit der AC (bestimmt mittels FRAP in mmol 
Fe-equ/100 g Inulin) des Raftiline GR  
Für die mittels FRAP-Test bestimmten antioxidativen Kapazitäten ist aufgrund des 
übereinstimmenden Versuchsablaufes ein Vergleich mit umfangreichen Daten aus der 
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Literatur möglich (Carlsen et al. 2010b). In Tabelle 4-6 ist eine Auswahl an verschiedenen 
Lebensmitteln und deren AC aufgeführt. Dabei fällt auf, dass die für die Karamelle maximal 
bestimmten Werte vergleichsweise hoch sind. Die antioxidativen Eigenschaften der 
Karamelle werden bei der Verwendung im Lebensmittel wohl nur eine untergeordnete Rolle 
spielen, dabei muss besonders deren sensorische Eignung als Lebensmittelzutat noch genau 
geprüft werden.  
Tabelle 4-6 Maximal mittels FRAP-Test bestimmte AC für Raftiline HP und GR (oZ – ohne Zusatz, 
NC – mit basischem Zusatz) im Vergleich zu Literaturdaten (kursiv, Carlsen et al. 2010b) 
 AC                         
[mmol Fe-equ/100g] 
 AC                         
[mmol Fe-equ/100g] 
HP (Maximum oZ) 8,55 HP (Maximum NC) 13,52 
GR (Maximum oZ) 8,27 GR (Maximum NC) 14,09 
Karamell-Creme 
(Dessert) 
1,31 Erdnüsse 
(ungeschält) 
0,89 
Schokolade, dunkel, 
70 % Kakao 
13,44 Walnüsse 
(ungeschält) 
33,09 
Schokolade, dunkel 
(Toblerone) 
1,71 Kiwi 1,02 
Mandeln 
(ungeschält) 
0,23 Orange 1,08 
Haselnüsse 
(ungeschält) 
0,69 Spargel (weiß) 0,36 
Die Bestimmung der AC in den Proben von Cellulose und Stärke ergab keine bzw. eine nur 
sehr geringfügige Bildung antioxidativ wirksamer Substanzen.  
4.2.2 Einfluss auf das Wachstum ausgewählter Mikroorganismen 
Anhand der im ersten Teil der Arbeit durchgeführten Charakterisierung der Inhaltsstoffe der 
erhitzten Inuline ergab sich, dass während der Erhitzung sowohl von den Mikroorganismen 
(MO) verwertbare Substanzen gebildet wurden, als auch solche die deren Wachstum hemmen. 
Ziel der im folgenden beschriebenen Untersuchungen war es herauszufinden, ob durch eine 
gezielte Erhitzung von Inulin die Verwertbarkeit durch ausgewählte Mikroorganismen 
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gesteigert werden kann. Während der Untersuchungen der mikrobiologischen Verwertbarkeit 
wurde das Augenmerk besonders auf die DFDA gelenkt, da diese aufgrund ihrer Struktur und 
ihrer Eigenschaften spezielle Verbindungen sind und die Angaben zu deren Stabilität und 
Funktionalität in den bisher veröffentlichten Studien zum Teil sehr widersprüchlich sind. 
Die Arbeiten wurden im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeiten von Frau Beatrice 
Glass (Glass 2010) und Frau Susanne Mey (Mey 2011) an der Professur für Biochemie unter 
Anleitung von Frau Christine Lüth, sowie an der Professur für angewandte Mikrobiologie der 
Technischen Universität Dresden unter Anleitung von Frau Professor Isolde Röske und Frau 
Carina Gasch durchgeführt. 
Stabilität der DFDA während der simulierten gastrointestinalen Verdauung 
Um Aussagen zur Wirkung der DFDA auf die Mikroorganismen treffen zu können, muss 
untersucht werden, ob diese den oberen Gastrointestinaltrakt des Menschen unverändert 
überstehen und so als Nahrungsquelle für die Mikroorganismen des Dickdarmes in Frage 
kommen. Da im menschlichen Verdauungssystem keine Enzyme zur Spaltung von Fructose-
Fructose-Bindungen vorhanden sind (Königshoff und Brandenburger 2004), kann die 
enzymatische Hydrolyse vernachlässigt werden. Für die DFDA spielen also vor allem die 
physiologischen Bedingungen innerhalb des menschlichen Verdauungssystems eine Rolle. 
Aufgrund der geringen Verfügbarkeit der Standardsubstanzen wurden die Versuche 
exemplarisch mit DFA III durchgeführt. Die Voruntersuchungen nach Kapitel 3.5.8 zeigten, 
dass die DFDA nur zu einem geringen Teil abgebaut werden. Nach 24 Stunden, konnten noch 
etwa 90 % bzw. 60 % der DFDA in den simulierten Lösungen des Magens bzw. des Darms 
bestimmt werden. Da die Transitzeiten der Nahrung im Magen bei etwa 0,5 bis 3 Stunden und 
im Darm zwischen 1 und 7 Stunden liegen (Madsen 1992), kann man davon ausgehen, dass 
die DFDA zum größten Teil unzersetzt im Dickdarm ankommen und so den 
Mikroorganismen zur Verfügung stehen. 
Einfluss des thermisch abgebauten Inulins auf Mikroorganismen (MO) des Darmes 
Auswahl der Mikroorganismen und Nährmedien 
Die MO für diesen Versuchsteil wurden anhand von Literaturdaten zur Zusammensetzung der 
Darmmikrobiota ausgewählt. Der menschliche Darm ist der natürliche Lebensraum einer 
großen und sehr dynamischen Bakteriengemeinschaft, wobei noch immer nicht alle 
Zusammenhänge in der Beziehung zwischen den MO und ihrem Wirt bekannt sind und 
Vorkommen und Menge sehr stark variieren können (Guarner und Malagelada 2003; 
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Guarner 2006). Im Magen und oberen Teil des Dünndarms sind mit etwa 103 MO pro Gramm 
Inhalt nur sehr wenige Mikroorgansimen angesiedelt. Magensäure, Gallen- und 
Pankreassekret töten den Großteil der über die Nahrung aufgenommenen MO ab. Im 
Dickdarm dagegen erreicht die Bakteriendichte bis zu 1012 MO pro Gramm Inhalt. Dabei 
stehen sich potentiell schädliche Bakterien, wie Clostridien, Staphylokokken oder auch 
Bacteroide, und potentiell gesundheitsfördernde Bakterien, wie Bifidobakterien, 
Ruminokokken oder auch Lactobacillen, gegenüber. An dieser Stelle machen etwa 30 bis 40 
der bis zu 500 verschiedenen Spezies etwa 99 % der Bakterienmasse aus. Zu den 
dominierenden Spezies gehören unter anderem Bacteroide, Bifidobakterien, Eubacterien, 
Clostridien, Lactobacillen und auch Fusobakterien. Für die Untersuchungen wurden jeweils 
zwei Vertreter der potentiell gesundheitsfördernden sowie der potentiell schädlichen 
Bakterien ausgewählt: die potentiell gesundheitsfördernden Bakterienarten Bifidobacterium 
adolscentis (Bif) und Lactobacillus plantarum (Lac), sowie die potentiell schädlichen MO 
Bacteroides vulgatus (Bac) und Clostridium lituseburense (Clos) (Tabelle 3-8). 
In Vorversuchen wurden die in Kapitel 3.8.1 aufgeführten Medien auf ihre Eignung bei der 
Bebrütung der ausgewählten Mikroorganismen untersucht. Diese wurden mit Glucose als 
Kohlenstoffquelle in den Medien bebrütet und deren Wachstum beobachtet. Dabei wurde 
anhand des gleichmäßigen Wachstums der ausgewählten Mikroorganismen festgestellt, dass 
nur das Minimalmedium 1 (Tabelle 3-14), sowie das CASO-Vollmedium (Tabelle 3-16) für 
die Durchführung der Versuche geeignet sind. Für diese wurden den Medien die 
unterschiedlich erhitzten Inuline bzw. DFA III als Kohlenstoffquellen zugesetzt und das 
Wachstum der Mikroorganismen einzeln und in Mischungen beobachtet. 
Beurteilung des Wachstums der ausgewählten MO 
Um das Wachstum der MO eindeutig beurteilen zu können, wurde neben der OD600 zur 
Absicherung auch der Proteingehalt mittels Bradford-Assay bestimmt. Des weiteren wurde 
die Anzahl der MO nach der Sterilfiltration über einen Polycarbonatfilter und der Anfärbung 
mit DAPI bestimmt (Kapitel 3.8.3). Die Versuche die Zellzahl nach der Filtration durch 
Auszählen der Bakterien zu bestimmen, ergaben einen linearen Zusammenhang zwischen der 
Zunahme der OD600 und der Zellzahl (Daten nicht gezeigt). Da die Methode jedoch sehr 
zeitaufwendig war und die Beurteilung des Wachstums der MO über den Proteingehalt und 
die OD600 zu zuverlässigen Ergebnissen führte, wurde im weiteren Verlauf der Arbeit auf die 
Bestimmung der Zellzahl verzichtet. Auch die Ergebnisse, die über die Bestimmung des 
Proteingehaltes und der OD600 erhalten wurden, deckten sich. Da neben dem 
Gesamtwachstum vor allem die Anteile der MO in den Probenansätzen bestimmt werden 
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sollten, wurde an dieser Stelle die Beurteilung des MO-Wachstums über die OD600 
vorgenommen.  
Die Versuche in denen die ausgewählten MO einzeln im Minimalmedium mit den 
verschiedenen Inulinen erhitzt wurden, zeigten, dass alle MO in der Lage waren die Inuline 
als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Jedoch wiesen die Bifidobakterien ein besonders starkes 
Wachstum auf. Da es sich an dieser Stelle um eine Einzelkultivierung der MO handelt, kann 
allerdings noch nicht von einem bifidogenen Effekt gesprochen werden. Der in Abbildung 
4-32 mit dem nicht erhitzten Raftiline GR dargestellte Verlauf des Wachstums der einzelnen 
MO entspricht prinzipiell also dem aller weiterhin verwendeten Kohlenstoffquellen. Dabei 
variiert jedoch der Anstieg OD600 bei den verschiedenen Kohlenstoffquellen. Besonders bei 
der Verwendung der auf 190 °C erhitzten Inuline als Kohlenstoffquelle, zeigen alle 
ausgewählten MO nur ein sehr geringes Wachstum. Dies ist vermutlich auf die 
Zusammensetzung der Inulinkaramelle zurückzuführen. Zwar wurden in diesen Proben neben 
dem kompletten Abbau der Inulinketten auch erhebliche Mengen an Fructose, Glucose und 
teilweise auch Saccharose bestimmt (Kapitel 4.1.1), die den MO als Nahrungsgrundlage 
dienen. Auf der anderen Seite konnten auch verschiedene antimikrobiell wirksame 
Verbindungen bestimmt werden, die das Wachstum der MO einschränken können. Zu diesen 
Verbindungen sind vor allem die 1,2-Dicarbonylverbindungen, wie etwa MGO, zu zählen, für 
die bereits eine antimikrobielle Wirkung beschrieben worden ist (Mavric et al. 2008). In den 
durchgeführten Inkubationsuntersuchungen ist jedoch eindeutig erkennbar, dass alle 
ausgewählten MO in der Lage sind die Inuline, unabhängig von ihrer Erhitzung, als 
Kohlenstoffquelle zu nutzen. 
 
Abbildung 4-32 Wachstum der einzelnen, ausgewählten MO im Minimalmedium unter Einsatz von 
nicht erhitzter Raftiline GR als Kohlenstoffquelle (1,0 %) 
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Zur Beurteilung der Wirkung der erhitzten Inuline auf die MO des Darmes ist jedoch die 
Beobachtung des Wachstum der einzelnen MO nur wenig aussagekräftig. In dem sehr 
komplizierten Zusammenleben der MO im Darm beeinflussen sich die MO gegenseitig. Dies 
kann zum Beispiel durch die Ausscheidung bestimmter Stoffwechselprodukte hervorgerufen 
werden. Daher ist es wichtig die MO gemeinsam in den Nährmedien mit den 
unterschiedlichen Kohlenstoffquellen zu bebrüten und deren Wachstum zu beobachten. Die 
Anteile der einzelnen MO in den Mischungen wurden über die FISH bestimmt (Kapitel 
3.8.3). 
Abbildung 4-33 zeigt das Wachstum der MO-Mischung (Bifidobacterium adolscentis, 
Lactobacillus plantarum, Clostridium lituseburense, Bactreoides vulgatus) im Vollmedium 
mit den verschiedenen Kohlenstoffquellen (2,5 %). Neben dem unerhitzten und dem 
verschieden erhitzten Raftiline GR und HP, wurde auch DFA III als Vertreter der DFDA als 
Kohlenstoffquelle verwendet. Der Verlauf des Wachstums im verwendeten Minimalmedium 
gleicht dem in der Abbildung gezeigten, wobei der Anstieg der OD600 und damit das 
Wachstum der MO aufgrund der geringeren Nährstoffdichte geringer ist. In der Abbildung ist 
erkennbar, dass das Wachstum mit den nicht bzw. auf 160 °C erhitzten Inulinen etwa gleich 
ist, jedoch stärker als bei den Versuchen mit den auf 190 °C erhitzten Inulinen. In den in 
Kapitel 4.1 diskutierten Versuchen konnten in den auf 160 °C erhitzten im Vergleich zu den 
nicht erhitzten Inulinen geringere Kettenlängen, sowie erhöhte Gehalte an Glucose und 
Fructose bestimmt werden. Auch die Gehalte an Saccharose waren unterschiedlich, wobei 
deren Anteil besonders in Raftiline GR deutlich höher war. In dem auf 160 °C erhitzten Inulin 
sollten also bessere Bedingungen für ein Wachstum der verschiedenen MO gegeben sein, als 
in dem nicht erhitzten. Zwischen den nicht bzw. auf 160 °C erhitzten Inulinen ist jedoch kaum 
ein Wachstumsunterschied zu beobachten. Dieser würde sich schon zu Beginn der Bebrütung 
in einem stärkeren Anstieg des Wachstums, also der OD600 und einem höheren 
Gesamtwachstum äußern. Böhm et al. äußerten die Vermutung, dass die Erhitzung von 
Inulinen zu einer besseren Verwertung durch die MO des Darmes führt (Böhm et al. 2006). 
Diese Vermutung konnte unter den hier gegebenen Versuchsbedingungen nicht bestätigt 
werden. Das geringe Wachstum der MO bei der Verwendung der auf 190 °C erhitzten Inuline 
ist vermutlich auf den in Kapitel 4.1 beschriebenen starken Abbau der Kohlenhydrate 
zurückzuführen, der mit der Bildung verschiedener antimikrobiell wirksamer Verbindungen 
einhergeht. Zu diesen Verbindungen zählen unter anderem die 1,2-Dicarbonylverbindungen, 
aber auch verschiedene farbige Verbindungen, die während der starken Erhitzung gebildet 
werden. 
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Abbildung 4-33 Wachstum der Mischungen der ausgewählten MO (Bifidobacterium adolscentis, 
Lactobacillus plantarum, Clostridium lituseburense, Bactreoides vulgatus) in den jeweiligen 
Kohlenstoffquellen (2,5 %) im Vollmedium 
Es kann also gesagt werden, dass sich die Erhitzung des Inulins nicht positiv auf das 
Wachstum der MO-Mischung auswirkt. Bei einer moderaten Erhitzung auf 160 °C kann 
allerdings auch kein negativer Einfluss auf das Wachstum bestimmt werden. Einzig bei der 
Erhitzung der Inuline auf 190 °C ist ein negativer Einfluss auf das Wachstum der MO-
Mischung erkennbar, da in dieser Versuchsreihe die OD600 deutlich unter der liegt, die bei den 
Versuchen mit dem nicht erhitzten bzw. auf 160 °C erhitzten Inulin bestimmt wurde. 
Die Mischung mit DFA III als Kohlenstoffquelle zeigt im Vollmedium ein vergleichsweise 
starkes Wachstum, besonders innerhalb der ersten 24 Stunden der Inkubation. Diese 
Beobachtung wurde auch bei der Bebrütung im Minimalmedium gemacht, obwohl der Effekt 
dort nicht so stark ausgeprägt ist. Obwohl es bezüglich der Verwertbarkeit der DFDA durch 
die MO oftmals widersprüchliche Aussagen gab (Minamida et al. 2005b; Minamida et al. 
2006; Arribas et al. 2010), scheinen die ausgewählten MO in der Lage DFA III zu verwerten.  
Bestimmung der MO-Anteile mittels FISH 
Anhand der bisher erhaltenen Ergebnisse lässt sich zwar kein positiver Einfluss der Erhitzung 
von Inulin auf das Gesamtwachstum der MO in der Mischung bestimmen, Aussagen über das 
Wachstum der einzelnen MO in den Mischungen lassen sich jedoch nicht treffen. Dazu 
wurden die Anteile der MO in den Mischungen mittels FISH bestimmt. Diese Ergebnisse sind 
in Tabelle 4-7 für das Minimalmedium zusammengefasst. Für eine bessere Übersicht wurden 
die Anteile der MO in der Mischung (%) in Anteile an der OD600 umgerechnet und zusammen 
mit dem Gesamtwachstum der jeweiligen Probe (OD600, dick gedruckt) dargestellt.  
Ausgangspunkt für die jeweiligen Messungen war die Zugabe der MO zu jeweils gleichen 
Teilen. Nach der Zugabe der MO in das Medium erfolgt in der Lag-Phase eine Gewöhnung an 
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das Medium und die darin enthaltene Kohlenstoffquelle. Diese Phase ist bei den 
verschiedenen MO unterschiedlich lang, so dass es besonders zu Beginn der Versuche durch 
den unterschiedlich schnellen Wachstumsbeginn zu Verzerrungen der Ergebnisse kommen 
kann. Ein hoher Anteil einer MO-Art ist besonders nach der relativ kurzen Bebrütungsdauer 
von 24 Stunden vermutlich auf diese Besonderheit zurückzuführen. Erst mit dem Übergang in 
die exponentielle Wachstumsphase (log-Phase) bzw. die stationäre Phase nach 48 bzw. 
72 Stunden sind die über die FISH gewonnenen Aussagen zuverlässiger.  
Betrachtet man die Anteile an der OD600, die nach der Bebrütung im Minimalmedium nach 
48, 72 oder 96 Stunden gewonnen wurden, so ist festzustellen, dass bei den Versuchen keine 
einheitlichen Trends zu beobachten sind.  
Bei den nicht erhitzten Inulinen ist ein starkes Wachstum der potentiell 
gesundheitsgefährdenden MO (Bac und Clos) zu beobachten. Dabei zeigen die Versuche mit 
dem langkettigen Inulin Raftiline HP ein starkes Wachstum der Bac und Clos. Im 
kurzkettigen Inulin Raftiline GR dagegen, in dem die Wachstumsbedingungen durch den 
hohen Gehalt an Fructose und Saccharose eigentlich vorteilhafter wären, ist allgemein nur ein 
sehr geringes Wachstum der MO zu beobachten, obwohl auch in diesem Versuch der Anteil 
der Clos und Bac höher ist als der Anteil der Bif und Lac.  
Betrachtet man nun die bestimmten Anteile in den auf 160 °C erhitzten Inulinen, ergibt sich 
ein leicht verändertes Bild. Auch bei diesen Versuchen überwiegen im Raftiline HP die 
Anteile der Clos und Bac, also der potentiell gesundheitsschädlichen MO, während im 
Raftiline GR deutlich die positiven MO Bif und Lac überwiegen. Ob dies auf die erhöhten 
Gehalte an Saccharose zurückzuführen ist, kann jedoch nicht gesagt werden. Bei den 
Versuchen mit den auf 190 °C erhitzten Inulinen als Kohlenstoffquellen sind ähnliche 
Ergebnisse zu beobachten, wie bei Verwendung der auf 160 °C erhitzten Inuline. Bei 
Raftiline HP überwiegt der Anteil an potentiell negativen MO, während bei den Versuchen 
mit Raftiline GR die potentiell positiven MO, besonders die Bif ein starkes Wachstum zeigen. 
Die Analyse der beiden Karamelle ergab, dass im Raftiline GR etwas höhere Gehalte an 
Glucose, Fructose und Saccharose (7,5 %/6,1 %/4,0 %) enthalten sind als in Raftiline HP 
(3,6 %/5,0 %/3,5 %). Die Gehalte der weiterhin bestimmten Verbindungen, wie etwa der 
1,2-Dicarbonylverbindungen, sind in beiden Inulinen ähnlich, wobei jedoch besonders 
Glyoxal in Raftiline HP mit etwa 1,6 % in relativ hoher Menge vorliegt.  
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Tabelle 4-7 OD600 (dick gedruckt) der Mischungen der vier ausgewählten MO mit den mittels FISH bestimmten Anteilen der MO im Minimalmedium 1 
Zeit [h]  24 48 72 96   24 48 72 96 
Raftiline GR 
nativ 
Bif 0,01 0,03 0,04 n.b. Raftiline HP 
nativ 
Bif 0,06 0,14 0,11 n.b. 
Lac 0,01 0,02 0,02 n.b. Lac 0,10 0,06 0,13 n.b. 
Clos 0,02 0,05 0,05 n.b. Clos 0,06 0,27 0,26 n.b. 
Bac 0,02 0,05 0,05 n.b. Bac 0,02 0,18 0,21 n.b. 
 OD600 0,06 0,15 0,16 0,24 OD600 0,24 0,65 0,71 0,67 
160 °C Bif 0,01 0,01 n.b. 0,11 160 °C Bif 0,02 0,12 0,09 n.b. 
Lac 0,01 0,01 n.b. 0,08 Lac 0,00 0,01 0,00 n.b. 
Clos 0,02 0,02 n.b. 0,10 Clos 0,02 0,12 0,09 n.b. 
Bac 0,01 0,02 n.b. 0,09 Bac 0,02 0,07 0,09 n.b. 
 OD600 0,05 0,06 0,27 0,38 OD600 0,06 0,32 0,27 0,28 
190 °C Bif 0,00 0,02 n.b. 0,05 190 °C Bif 0,02 0,02 0,02 n.b. 
Lac 0,00 0,01 n.b. 0,02 Lac 0,01 0,01 0,01 n.b. 
Clos 0,02 0,02 n.b. 0,01 Clos 0,01 0,03 0,02 n.b. 
Bac 0,02 0,02 n.b. 0,02 Bac 0,02 0,03 0,03 n.b. 
 OD600 0,04 0,06 0,07 0,11 OD600 0,06 0,09 0,08 0,06 
n.b. – nicht bestimmt 
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Bei einer Konzentration von 1 % der Kohlenstoffquelle ergibt sich also eine Konzentration 
von etwa 0,16 mg/ml Glyoxal (2,76 mM), was noch unterhalb der für die Substanz 
bestimmten Inhibitionskonzentration von 6,9 mM (E.coli) bzw. 4,3 mM (Staphylococcus 
aureus) liegt (Mavric 2006). Da die Inhibierungskonzentration für alle MO verschieden ist, 
kann ein Einfluss auf das Wachstum der untersuchten MO jedoch nicht ausgeschlossen 
werden. Es lässt sich allerdings unter diesen Versuchsbedingungen nicht abschließend klären, 
ob die Gehalte an Zucker oder an anderen antimikrobiell wirksamen Verbindungen, wie 
1,2-Dicarbonylverbindungen, den größeren Einfluss auf das Wachstum der untersuchten MO 
haben. Wie schon vorher dargestellt, ist das gesamte Wachstum bei diesen Versuchen jedoch 
geringer als bei den vorherigen Versuchen mit den nicht bzw. auf 160 °C erhitzten Inulinen.  
Da in den Versuchen mit Minimalmedium nicht abschließend geklärt werden konnte, ob das 
geringe Wachstum der MO auf die während der Karamellisierung gebildeten Verbindungen 
oder auf die allgemein sehr geringe Nährstoffkonzentration zurückzuführen ist, wurden die 
Versuche auch mit einem Vollmedium durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen 
sind in Tabelle 4-8 dargestellt. Auch hier sind die Werte für die OD600 der Mischungen mit 
den jeweiligen Kohlenstoffquellen im Medium (dick gedruckt), sowie die über FISH 
bestimmten und auf die OD600 umgerechneten Anteile der MO aufgeführt. Anhand der 
Ergebnisse wird deutlich, dass unter den gegebenen Versuchsbedingungen keine 
Wachstumsverbesserung durch die Erhitzung der Inuline erzielt wird. Das Wachstum der MO 
mit dem nicht erhitzten bzw. auf 160 °C erhitzten Inulin liegt im gleichen Bereich. Das 
widerspricht den Aussagen, dass es durch die Erhitzung zu einer besseren Verwertung durch 
die MO des Darmes kommt (Böhm et al. 2006). Allerdings wurde für diese Versuche ein 
breiteres Spektrum an MO aus Faecesproben isoliert. Die Versuche fanden demnach nicht 
unter den gleichen Bedingungen statt, für abschließende Aussagen müssen somit weitere 
Untersuchungen durchgeführt werden. Bei der Bestimmung der MO-Anteile in den Ansätzen 
nach 24 Stunden ist wie bei den vorherigen Versuchen keine eindeutige Aussage zur 
Förderung des Wachstums der ausgewählten MO möglich. Dies ist jedoch vermutlich auf die 
unterschiedlich langen lag-Phasen zurückzuführen. Bei den Bestimmungen der MO-Anteile 
nach 72 bzw. 96 Stunden konnten in den Versuchen mit dem nicht bzw. auf 160 °C erhitzten 
Inulinen die Bif als hauptsächlich auftretende MO in den Mischungen bestimmt werden, 
wobei Anteile in den Mischungen zwischen 75 und 92 % ermittelt wurden. Bei dem auf 
190 °C erhitzten Inulin zeigt sich ein ähnliches Bild. Allerdings ist hier auch schon nach 24 
Stunden ein vermehrtes Wachstum der potentiell positiven MO zu verzeichnen.  
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Tabelle 4-8 OD600 (dick gedruckt) der Mischungen der vier ausgewählten MO mit den mittels FISH bestimmten Anteilen der MO im Vollmedium 
Zeit [h]  24 48 72 96   24 48 72 96 
Raftiline GR 
nativ 
Bif 0,28 n.b. n.b. 0,47 Raftiline HP 
nativ 
Bif 0,11 n.b. n.b. 0,47 
Lac 0,00 n.b. n.b. 0,11 Lac 0,00 n.b. n.b. 0,13 
Clos 0,00 n.b. n.b. 0,00 Clos 0,04 n.b. n.b. 0,00 
Bac 0,06 n.b. n.b. 0,03 Bac 0,02 n.b. n.b. 0,00 
 OD600 0,35 0,47 0,59 0,61 OD600 0,17 0,24 0,48 0,60 
160 °C Bif 0,08 n.b. 0,47 n.b. 160 °C Bif 0,02 n.b. n.b. 0,55 
Lac 0,08 n.b. 0,05 n.b. Lac 0,03 n.b. n.b. 0,04 
Clos 0,17 n.b. 0,01 n.b. Clos 0,00 n.b. n.b. 0,00 
Bac 0,02 n.b. 0,01 n.b. Bac 0,03 n.b. n.b. 0,01 
 OD600 0,35 0,30 0,52 0,55 OD600 0,08 0,48 0,59 0,60 
190 °C Bif 0,08 n.b. 0,05 n.b. 190 °C Bif 0,13 n.b. n.b. 0,02 
Lac 0,01 n.b. 0,22 n.b. Lac 0,00 n.b. n.b. 0,18 
Clos 0,06 n.b. 0,00 n.b. Clos 0,01 n.b. n.b. 0,00 
Bac 0,00 n.b. 0,00 n.b. Bac 0,01 n.b. n.b. 0,00 
 OD600 0,16 0,18 0,27 0,20 OD600 0,15 0,27 0,27 0,20 
n.b. – nicht bestimmt
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Bei diesen Ansätzen kommt es wie schon bei den Ansätzen mit dem nicht bzw. auf 160 °C 
erhitzten Inulin zu einem überwiegenden Wachstum der Bifidobakterien. Nach 72 bzw. 96 
Stunden wurden mit beiden auf 190 °C erhitzten Inulinen hauptsächlich Lactobacillen in den 
Ansätzen bestimmt. Deren Anteil liegt in beiden Messreihen bei über 80 %.  
Für die potentiell negativen MO (Clos und Bac) konnte in den Versuchen mit dem 
Vollmedium nur ein sehr geringes bzw. gar kein Wachstum bestimmt werden. Da die 
verschiedenen MO sich in ihrem Wachstum gegenseitig beeinflussen, werden die Clos und 
Bac wahrscheinlich durch das starke Wachstum der Bif und Lac in ihrem Wachstum 
gehemmt. Dies ist vermutlich nicht nur auf die Nahrungskonkurrenz, sondern auch auf die 
Bildung verschiedener Stoffwechselprodukte zurückzuführen. So bilden Bif und Lac im Laufe 
ihrer Vermehrung Bakteriozine, die das Wachstum pathogener MO hemmen können 
(Boeckner et al. 2001). Daneben kommt es zur Bildung organische Säuren, wie zum Beispiel 
Milch- oder Essigsäure (Gibson et al. 1995). Durch diese kann es zu einer Absenkung des 
pH-Wertes im Medium kommen. Durch den verringerten pH-Wert liegen für die potentiell 
negativen MO keine optimalen Wachstumsbedingungen mehr vor. Für Bac und Clos gibt die 
deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) einen optimalen 
pH-Wert von etwa 7,1 bis 7,3 an, während Bif und Lac sich bei einem pH-Wert von etwa 6,5 
optimal vermehren können. Obwohl sich die pH-Werte für das optimale Wachstum der 
untersuchten MO nur wenig unterscheiden, wirken sich auch diese kleinen Unterschiede auf 
deren Wachstum aus und die potentiell negativen MO sind ihrer Vermehrung gehemmt. Das 
verstärkte Wachstum potentiell positiver MO unter Zurückdrängung der potentiell negativen 
MO wird in der Literatur als präbiotischer Effekt definiert (Gibson et al. 1995) und wird bei 
besonders starkem Wachstum der Bifidobakterien sogar als bifidogen bezeichnet (Roberfroid 
et al. 1998a; Kolida et al. 2002; Kelly 2008). In den Versuchen mit dem Vollmedium ist für 
alle untersuchten Inuline ein solcher präbiotischer Effekt deutlich erkennbar. Auch die 
Proben, die mit dem auf 190 °C erhitzten Inulin bebrütet wurden, zeigen trotz des geringen 
Gesamtwachstums einen solchen Effekt. Zur Bestätigung dieser Ergebnisse sollten jedoch 
noch weitere Untersuchungen durchgeführt werden, wobei besonders eine Erweiterung des 
Spektrums der MO weitere wichtige Informationen liefern würde. Das starke Wachstum der 
Lac bei der Verwendung der auf 190 °C erhitzten Inuline wirft aufgrund des relativ hohen 
Gehaltes an 1,2-Dicarbonylverbindungen die Frage auf, ob die Lac höhere Konzentrationen 
dieser Verbindungen vertragen, als die anderen untersuchten MO. Dies könnte mit der 
Durchführung von Lochagardiffusionstests näher untersucht werden. 
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Für das native Inulin konnte in zahlreichen Untersuchungen ein präbiotischer bzw. sogar 
bifidogener Effekt bestimmt werden (Rao 1999; Roberfroid 1999a; Kolida et al. 2002; Kelly 
2008). Für das erhitzte Inulin gibt es diesbezüglich jedoch kaum Daten. Böhm et al. konnten 
in ihrer Studie, bei der sie native sowie verschieden erhitzte Inuline (165 und 195 °C) mit 
Faecesproben mischten, ein durch die Erhitzung verstärktes Wachstum von Bifidobakterien 
und Enterobakterien und Zurückdrängen verschiedener Clostridienarten bestimmen. 
Allerdings zeigten in ihren Versuchen die Proben mit einem auf 195 °C erhitzten Inulin das 
stärkste Wachstum (Böhm et al. 2006). Obwohl die Zusammensetzung der auf 190 und auf 
195 °C erhitzten Inuline ähnlich war, ließ sich dieses Ergebnis durch die in dieser Arbeit 
durchgeführten Untersuchungen nicht bestätigen. Weder konnte eine Steigerung des 
Wachstums durch die Verwendung von erhitztem Inulin gegenüber nicht erhitztem festgestellt 
werden, obwohl dies aufgrund der höheren Gehalte an Mono- und Disacchariden, sowie an 
kurzkettigen Inulinfragmenten eigentlich erwartet wurde. Noch wurden bei der Verwendung 
der hocherhitzten Inuline (190 °C) höhere Wachstumsraten bestimmt als bei der Verwendung 
des auf 160 °C erhitzten Inulins. Das geringere Wachstum der MO bei der Verwendung der 
190 °C erhitzten Inuline im Vergleich zu den Versuchen mit dem nicht bzw. auf 160 °C 
erhitzten Inulinen entsprach jedoch den Erwartungen. Das geringere Wachstum ist 
vermutlich, wie schon aufgeführt, auf die höheren Gehalte an potentiell antimikrobiellen 
Verbindungen, wie etwa 1,2-Dicarbonylverbindungen, zurückzuführen. Weiterhin sind in 
diesen Karamellen große Mengen an farbigen Verbindungen enthalten, denen ebenfalls 
antimikrobielle Eigenschaften zugeschrieben werden (Morales et al. 2012).  
Neben den Inulinen wurden die MO auch mit DFA III als Kohlenstoffquelle inkubiert und die 
Anteile der ausgewählten MO in den Mischungen per FISH bestimmt. Über die Wirkung der 
DFDA gibt es wie schon vorher dargestellt unterschiedliche Aussagen, die auf der einen Seite 
von einer präbiotischen Wirkung der DFDA sprechen (Minamida et al. 2005a) und auf der 
anderen Seite eher andere Eigenschaften, wie eine Entzündungshemmung (Arribas et al. 
2010) oder erhöhte Mineralstoffabsorption (Hara und Kondo 2005; Gibson et al. 2006), in 
den Vordergrund stellen.  
Die bisher erhaltenen Ergebnisse (Abbildung 4-33) zeigen anhand der steigenden OD600, dass 
die MO der Mischung in der Lage sind DFA III als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Betrachtet 
man allerdings die in Tabelle 4-9 aufgeführten, mittels FISH bestimmten Anteile der 
ausgewählten MO an der Mischung, ist bei beiden Medien erkennbar, dass vor allem die 
potentiell negativ wirksamen MO (Boc und Clos) in der Lage sind DFA III zu nutzen. Die 
bestimmten Anteile der beiden MO in der Mischung sind mit jeweils etwa 35 % der OD600 im 
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Minimalmedium und je etwa 50 % im Vollmedium ungefähr gleich. Ein Wachstum der Bif 
und Lac ist dagegen nur in sehr geringem Umfang (Minimalmedium) bzw. gar nicht 
(Vollmedium) zu beobachten. Dieses Ergebnis ähnelt den Beobachtungen, die zum Beispiel 
bei einer Fructosemalabsorption gemacht werden können. Bei dieser Stoffwechselstörung 
gelangt vermehrt Fructose in den Darm und kann dort durch das stärkere Wachstum potentiell 
negativer Mikroorganismen zu Fehlbesiedlungen des Darmes führen. Bei den Betroffenen 
kann dies zu Darmkrämpfen, Blähungen und Diarrhö führen (Ledochowski et al. 2005).  
Tabelle 4-9 OD600 (dick gedruckt) der Mischungen der vier ausgewählten MO mit den per FISH 
bestimmten Anteilen der MO mit DFA III als Kohlenstoffquelle 
Minimalmedium Vollmedium 
Zeit [h] 24 48 72 Zeit [h] 24 48 72 
Bif 0,02 0,04 0,01 Bif 0,03 n.b. 0,00 
Lac 0,02 0,01 0,04 Lac 0,01 n.b. 0,00 
Clos 0,11 0,07 0,06 Clos 0,18 n.b. 0,21 
Bac 0,09 0,07 0,07 Bac 0,51 n.b. 0,18 
OD600 0,23 0,19 0,18 OD600 0,74 0,41 0,38 
n.b. – nicht bestimmt 
Geht man davon aus, dass man dieses Ergebnis, besonders aufgrund der strukturellen 
Ähnlichkeit, auf alle DFDA ausdehnen kann, ist demnach unter diesen Versuchsbedingungen 
kein präbiotischer Effekt für die DFDA zu bestimmen. Studien in denen ein solcher Effekt für 
die DFDA beobachtet wurde, sahen den Zusammenhang vor allem in dem Bakterium 
Ruminococcus productus, welches in der Lage ist DFDA zu verstoffwechseln (Minamida et 
al. 2005a; Minamida et al. 2005b). Durch das Wachstum dieser Bakterien kommt es zur 
Bildung kurzkettiger Fettsäuren, besonders Essigsäure, und damit zur Absenkung des 
pH-Wertes im Darm. Dies steht im Zusammenhang mit einer Steigerung des Wachstums 
weiterer potentiell positiver MO, wie Bifidobakterien oder auch Lactobacillen. Die 
Untersuchungen zur präbiotischen Wirkung der DFDA sollten also in einem erweiterten 
Testsystem weitergeführt werden.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass unter den gegebenen Versuchsbedingungen durch die 
Erhitzung des Inulins kein Wachstumsvorteil für die untersuchten gesundheitsfördernden MO 
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Lac und Bif gegenüber dem nicht erhitzten Inulin bestimmt werden konnte. Es ergab sich 
allerdings durch eine moderate Erhitzung der Inuline (160 °C) auch kein Nachteil bezüglich 
deren Verwertung, so dass die präbiotische Wirkung durch die Erhitzung des Inulins erhalten 
bleibt. Erst die sehr starke Erhitzung der Inuline (190 °C) resultiert in einem sehr niedrigen 
Gesamtwachstum der MO. Allerdings überwiegt auch in diesem Fall das Wachstum der 
gesundheitsfördernden MO, besonders der Lac.  
 
 
Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte der Einfluss der Erhitzung auf verschiedene funktionale 
Eigenschaften des Inulins untersucht werden. Betrachtet man die Ergebnisse, so lässt sich 
durch eine gezielte Erhitzung der ernährungsphysiologische Wert von Inulin steigern. Neben 
der Wirkung auf die Mikroorganismen des Darmes ist auch die Steigerung der antioxidativen 
Kapazität ein wichtiges Kriterium für einen Einsatz im Lebensmittel. Besonders die 
Kombination dieser Eigenschaften stellt dabei den Vorteil gegenüber dem Einsatz von nicht 
erhitztem Inulin dar. 
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5  Zusammenfassung 
Kohlenhydrate stellen als Lebensmittelinhaltsstoffe einen wichtigen Teil unserer Ernährung 
dar. Dabei spielen sie nicht nur als direkte Energiequelle für den Menschen eine wichtige 
Rolle, wie es bei Glucose, Saccharose oder Stärke der Fall ist, sondern beeinflussen auch das 
Auftreten und das Wachstum der Mikroorganismen im Darm. Dies ist vor allem bei 
Ballaststoffen, wie etwa Inulin, der Fall. Durch eine Erhitzung kommt es zu Veränderungen 
innerhalb der Struktur der Kohlenhydrate, so dass diese veränderte Eigenschaften aufweisen 
und vollkommen neue Einsatzmöglichkeiten bieten.  
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den Abbau von Inulin unter verschiedenen 
Bedingungen zu verfolgen. Hierzu wurden Inuline bei verschiedenen pH-Werten (sauer, 
neutral, basisch) für 30 Minuten in einem Temperaturbereich zwischen 100 und 220 °C erhitzt 
und deren Abbau analytisch charakterisiert. Dabei wurden die Kettenlängen und die Gehalte 
an Mono- und Disacchariden mittels HPAEC-PAD, sowie die Gehalte an 
1,2-Dicarbonylverbindungen und weiterer Zuckerabbauprodukte per HPLC bestimmt und 
daraus Aussagen zum Abbaumechanismus abgeleitet. Neben der Charakterisierung des 
Abbaus während der Erhitzung wurde auch der Einfluss der Erhitzung auf die antioxidative 
Kapazität und die Verwertbarkeit der Inulinkaramelle durch ausgewählte Mikroorganismen 
untersucht. 
Abbau der Kohlenhydratketten 
Erste und wichtigste Reaktion des thermisch induzierten Inulinabbaus war die Spaltung der 
Saccharidketten. Bei der Erhitzung ohne Zusatz bzw. mit basischem Zusatz blieben die Ketten 
bis zu einer Temperatur von etwa 150 °C stabil und wurden dann schnell abgebaut, so dass 
bei der Erhitzung über 180 °C nur noch Fragmente mit einem Polymerisationsgrad kleiner 5 
vorlagen. Durch den sauren Zusatz wurde der Abbau stark beschleunigt. Intakte Ketten waren 
nur bis zu einer Temperatur von etwa 130 °C bestimmbar und der komplette Kettenabbau 
konnte bei Temperaturen oberhalb 160 °C beobachtet werden. Der Abbau der Ketten bei 
steigender Zufuhr thermischer Energie führte zur Bildung von kürzeren Fragmenten und zur 
Freisetzung verschiedener Di- und Monosaccharide, wobei der Temperaturbereich in dem der 
Kettenabbau hauptsächlich stattfindet relativ eng war. 
 
 
 
5. Zusammenfassung 
134 
Freisetzung von Mono- und Disacchariden 
In Abhängigkeit vom pH-Wert wurden während des Abbaus der Ketten verschiedene Mono- 
und Disaccharide freigesetzt. Hauptsächlich waren dabei Fructose, Glucose, Saccharose und 
verschiedene Di-D-Fructose Dianhydride (DFDA) bestimmbar. 
Da die analytische Erfassung der DFDA aufgrund der geringen Verfügbarkeit von Standards 
sehr limitiert war, wurden erstmals verschiedene DFDA aus einem für 30 Minuten auf 190 °C 
erhitzten, langkettigen Inulin isoliert und identifiziert. Dabei konnten nach Reinigung per 
Flash-Chromatographie sowie semipräparativer HPLC mit RI-Detektor fünf Reinfraktionen 
gewonnen werden. Diese wurden mittels Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie als 
DFDA identifiziert, wobei der Fraktion 1 die Struktur α-D-Fruf-1,2´:2,3´-β-D-Fruf (DFA III), 
der Fraktion 2 die Struktur α-D-Fruf-1,2´:2,1´-α-D-Fruf (DFA VII), der Fraktion 4 die 
Struktur β-D-Fruf-1,2´:2,1´-β-D-Fruf und der Fraktion 5 die Struktur α-D-Fruf-1,2´-β-D-Fruf 
(DFA I) zugeordnet werden konnte. Der Fraktion 3 wurde die Struktur α-D-Fruf-1,2´-β-D-
Fruf zugeordnet, welche vermutlich aus dem α-D-Fruf-1,2´:2,6´-β-D-Fruf (DFA V) entstand. 
Dieses war aufgrund des Trioxanringes im Molekül sehr instabil und konnte leicht zu dem 
nachgewiesenen Difructan gespalten werden. Die isolierten Verbindungen wurden als 
Standardsubstanz für die Bestimmung der DFDA in den untersuchten Karamellen verwendet, 
wobei es möglich war DFA I, DFA III und DFA VII in den Proben zu quantifizieren. 
Aus den bestimmten Mengen an Mono- und Disacchariden ergab sich, dass besonders unter 
sauren Bedingungen bei 150 – 160 °C mit etwa 19 % größere Mengen an Fructose gegenüber 
der Erhitzung ohne bzw. mit basischem Zusatz (8 - 10 % bei etwa 190 °C) freigesetzt wurden. 
Unter neutralen bzw. leicht basischen Bedingungen kam es dagegen vermehrt zur Bildung der 
verschiedenen DFDA. Unter diesen Erhitzungsbedingungen (180 – 190 °C) wurden Gehalte 
von etwa 18 – 20 % DFDA bestimmt, wohingegen bei der Erhitzung mit saurem Zusatz nur 
etwa 14 % bei etwa 150 °C bestimmt wurden. Man konnte erstmals davon ausgehen, dass die 
Bildung der DFDA und die Freisetzung der Fructose, welche prinzipiell beide über ein 
Fructofuranosylkation ablaufen, konkurrierende Reaktionen darstellen. Die Freisetzung 
erfolgte in dem Temperaturbereich, in dem der Abbau der Ketten bei den jeweiligen Zusätzen 
abgeschlossen war. Die bestimmten Mengen an Mono- und Disacchariden von maximal 35 % 
konnten jedoch nicht den kompletten Abbau der Inulinketten erklären, so dass vermutlich 
weitere, bislang nicht identifizierte Mono- und Disaccharide gebildet wurden. Hierfür 
kommen vor allem weitere DFDA und Fructane in Frage, die jedoch aufgrund fehlender 
Standardsubstanzen nicht bestimmt werden konnten. Weiterhin kam es zu Folgereaktionen, 
bei denen die freigesetzten Kohlenhydrate zu anderen Verbindungen umgesetzt wurden. 
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Freisetzung weiterer Kohlenhydratabbauprodukte 
Ferner wurden typische Karamellisierungsprodukte, wie 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) 
oder verschiedene 1,2-Dicarbonylverbindungen, bestimmt. Besonders unter sauren 
Erhitzungsbedingungen war der Anteil an HMF mit bis zu 3 % bei etwa 160 °C erheblich. Die 
maximalen Gehalte unter neutralen bzw. basischen Bedingungen waren mit etwa 1 – 2 % 
HMF nicht nur geringer, sie wurden auch erst bei höheren Erhitzungstemperaturen (190 °C) 
erreicht. Dies konnte auf den Bildungsmechanismus zurückgeführt werden, denn obwohl für 
die Bildung von HMF mehrere Mechanismen in Frage kamen, wurde vermutlich der Weg 
über Anhydrozucker direkt aus dem Fructofuranosylkation unter diesen Bedingungen 
bevorzugt. 
Die 1,2-Dicarbonylverbindungen, wobei es sich um hauptsächlich Glyoxal handelte, konnten 
besonders bei der Erhitzung ohne bzw. mit saurem Zusatz bestimmt werden. Die bestimmten 
Gehalte lagen bei maximal 2 %. Unter basischen Bedingungen konnten dagegen mit maximal 
0,2 % nur geringe Mengen an 1,2-Dicarbonylverbingunden bestimmt werden. Durch einen 
basischen Zusatz lief die Bildung der 1,2-Dicarbonylverbindungen nicht nur gehemmt ab, 
auch deren Abbaureaktionen, wie beispielsweise Disproportionierungen, wurden 
beschleunigt. 
Beeinflussung der Farbe 
Die Bildung farbiger Verbindungen während der Erhitzung der Inuline wurde spektroskopisch 
nach einer Methode der European Brewery Convention beurteilt. Besonders durch den 
basischen Zusatz während der Erhitzung kam es zu einer starken Bildung farbiger 
Verbindungen, über deren Identität jedoch keine genaueren Aussagen getroffen werden 
konnten. Die für die basischen Proben bestimmten Farbwerte entsprachen etwa dem 
Doppelten der für die Erhitzung ohne Zusatz bestimmten Farbwerte bzw. dem Dreifachen der 
Farbwerte bei der sauren Erhitzung. Besonders im Basischen konnte daher ein großer Teil der 
nicht identifizierten Substanzen den farbigen Verbindungen zugeschrieben werden. 
Veränderung der antioxidativen Kapazität 
Die antioxidative Kapazität (AC) wurde mittels des FRAP-Tests bzw. des TEAC III-Tests 
bestimmt, wobei bei ersterem die reduzierenden Eigenschaften und bei letzterem die 
Radikalfängereigenschaften bestimmt wurden. Vermutlich aufgrund der Bildung von 
aromatischen Verbindungen bzw. solchen mit konjugierten Doppelbindungen kam es 
besonders im Basischen zu einer sehr starken Zunahme der AC (etwa dreifach höher als nach 
Erhitzung im Sauren). Selbst die Erhitzung ohne Zusatz ergab im Vergleich zur Erhitzung im 
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Sauren etwa den doppelten Wert für die AC. Bei allen untersuchten Inulinen korrelierte der 
Gehalt an farbigen Verbindungen unabhängig vom Testsystem und den gewählten 
Erhitzungsbedingungen linear mit der AC. Dies lässt die Vermutung zu, dass die löslichen 
Braunstoffe („Melanoidine“) redukton-ähnliche Strukturen enthalten, die unmittelbar für die 
erstmals belegte starke antioxidative Wirksamkeit hocherhitzter Inuline verantwortlich sind.  
Einfluss auf die Verwertbarkeit durch Mikroorganismen (MO)  
Unerhitztes sowie auf 160 und 190 °C erhitztes Inulin wurden mit einer Mischung 
ausgewählter MO des Darmes (Bifidobacterium adolscentis, Lactobacillus plantarum, 
Bacteroides vulgatus, Clostridium lituseburense) in einem Minimal- und einem Vollmedium 
inkubiert und das Bakterienwachstum bestimmt. Die Untersuchungen im Minimalmedium 
ergaben keine eindeutigen Ergebnisse. Die Inkubation der Mikroorganismen im Vollmedium 
ergab unter den gegebenen Versuchsbedingungen im Vergleich zum nicht erhitzten Inulin 
keinen Vorteil durch die Erhitzung des Inulins auf 160 °C. Allerdings war auch kein 
schlechteres Gesamtwachstum mit diesem Inulinkaramell zu beobachten. Bei der 
Verwendung des auf 190 °C erhitzten Inulins dagegen war ein deutlich geringeres 
Gesamtwachstum der ausgewählten MO zu beobachten, welches vermutlich auf den erhöhten 
Gehalt an antimikrobiell wirksamen Verbindungen zurückzuführen war. Die Identität dieser 
Verbindungen konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht näher geklärt werden. Bei der 
Bestimmung der Anteile der einzelnen MO in den Versuchsansätzen konnte in jedem Fall ein 
erhöhtes Wachstum der potentiell positiven MO (Bifidobakterien und/oder Lactobacillen) 
unter Zurückdrängen der potentiell negativen MO (Clostridien und Bacteroide) beobachtet 
werden. Für nicht erhitztes Inulin konnte so eine präbiotische Wirkung schon länger belegt 
werden, wohingegen dies unter den gegebenen Versuchsbedingungen für die erhitzten Inuline 
erstmals gelang. 
Ein Einsatz der erhitzten Inuline in Lebensmitteln ist demnach besonders im Zusammenhang 
mit ihrer Wirkung auf die MO des Darmes in Betracht zu ziehen. Dabei könnte durch eine 
gezielte Erhitzung diese präbiotische Wirkung mit der Farbveränderung und der 
antioxidativen Wirkung kombiniert werden. 
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6  Ausblick 
Im Rahmen der Arbeit wurden Untersuchungen über den Abbau von Inulin und den daraus 
resultierenden Veränderungen der Eigenschaften durchgeführt, welche Ansatzpunkte für 
weitere interessante Fragestellungen lieferten. 
Da besonders bei einem basischen Zusatz während der Erhitzung nur ein Bruchteil der 
entstehenden Verbindungen aufgeklärt werden konnte, sollte weiterhin das Augenmerk auf 
diese Substanzen gelegt werden. Dabei sollten nicht nur Verbindungen wie Anhydrofructose 
im Mittelpunkt stehen, sondern der Fokus auch auf die entstehenden farbigen Verbindungen 
gelegt werden. Da es sich bei den farbigen Substanzen um eine sehr vielschichtige 
Verbindungsklasse mit stark variierenden Molekülgrößen und Strukturen handelt, sind 
zahlreiche verschiedene Untersuchungen zur Aufklärung ihrer Identität möglich. Obgleich 
eine genaue Strukturaufklärung sehr schwierig ist, könnte eine Fraktionierung der 
entstehenden farbigen Verbindungen per GPC in verschiedene Molekülgrößen erste Hinweise 
zu deren Identität liefern und die weitere Versuchsplanung zu deren Aufklärung erleichtern. 
Neben den farbigen Verbindungen werden während der Erhitzung auch zahlreiche 
Aromastoffe gebildet, die in dieser Arbeit nicht betrachtet wurden. Da der Einsatz der 
erhitzten Inuline in Lebensmitteln vor allem von seinen sensorischen Eigenschaften abhängig 
ist, sind Untersuchungen in diesem Bereich unbedingt notwendig. Daher sollte besonders die 
Sensorik der verschiedenen Karamelle untersucht werden, um so den möglichen Einsatz als 
Lebensmittelzutat abzuschätzen. Da Aromastoffe meist flüchtig sind, würden sich besonders 
GC-Untersuchungen zur Aufklärung der Substanzen anbieten. Zur Bestimmung weiterer 
flüchtiger Substanzen wäre es außerdem denkbar, bei der Erhitzung entstehende gasförmige 
Substanzen aufzufangen und dann zu untersuchen. Für flüchtige 1,2-Dicarbonylverbindungen 
wäre es zum Beispiel denkbar, die Erhitzung unter Stickstoffbegasung durchzuführen und die 
Abluft zur Derivatisierung der 1,2-Dicarbonylverbindungen in eine OPD-Lösung einzuleiten. 
Neben der weiteren Aufklärung der Verbindungen, die während der Erhitzung der Inuline 
gebildet werden, sind aber auch weiterführende mikrobiologische Untersuchungen notwendig. 
Da bei den in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen nur sehr eingeschränkte 
Testsysteme verwendet wurden, wäre es sinnvoll weitere Untersuchungen mit einem breiteren 
Spektrum an Mikroorganismen durchzuführen. Da die Bestimmung der Anteile der 
Mikroorganismen per FISH in den durchgeführten Untersuchungen an ihre Grenzen stieß, 
sollten im Zuge der weiteren Untersuchungen zusätzliche Analysenmethoden eingeführt 
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werden, die eine einfache Bestimmung der verschiedenen Mikroorganismen in den Proben 
nebeneinander ermöglicht.  
Neben der Charakterisierung der gebildeten Verbindungen und der veränderten Eigenschaften 
der erhitzten Inuline ist jedoch auch der Einsatz im Lebensmittel von großer Bedeutung, so 
dass das Verhalten der erhitzten Inuline in verschiedenen Lebensmitteln, wie etwa Backwaren 
oder Milchprodukten, im Fokus weiterer Untersuchungen stehen sollte.  
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7  Anhang 
 
Abbildung 7-1 1H- (oben), 13C- (unten) und DEPT-Spektrum (Mitte) der Fraktion 1 
Anhang 
140 
 
Abbildung 7-2 1H- (oben), 13C- (unten) und DEPT-Spektrum (Mitte) der Fraktion 2 
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Abbildung 7-3 1H- (oben), 13C- (unten) und DEPT-Spektrum (Mitte) der Fraktion 3 
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Abbildung 7-4 1H- (oben), 13C- (unten) und DEPT-Spektrum (Mitte) der Fraktion 4 
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Abbildung 7-5 1H- (oben), 13C- (unten) und DEPT-Spektrum (Mitte) der Fraktion 5 
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